











Uber einige Versuche zur Isolierung des weiblichen Sexual- 
hormons und iiber dessen Fallbarkeit mit Antimonpentachlorid. 


Von 


Helene Goldhammer. 


(Aus dem Institut fiir angewandte medizinische Chemie der Universitat 
Wien.) 
Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegen-Stiftung der Akademie der 
Wissenschaften in Wien. 


(Eingegangen am 19. August 1929.) 


Es ist heute beinahe unméglich, die Literatur tiber das weibliche 
Sexualhormon zu iiberblicken. Aber es ist trotz der Fille der Arbeiten 
ein noch so unbekanntes Gebiet, da8 durch die Veréffentlichungen 
eines jeden Jahres die des friiheren iiberholt, ja meistens sogar widerlegt 
erscheinen. 

Als wir vor einiger Zeit unsere Untersuchungen tiber das weibliche 
Sexualhormon begannen, galt noch die Placenta als das bequemste 
Ausgangsmaterial fiir die Hormondarstellung. Um die verschiedenen 
Literaturangaben zu tiberprifen, stellten wir anfanglich das Praparat 
nach verschiedenen Vorschriften her. Angeregt durch eine andere 
Arbeit, die zur gleichen Zeit in demselben Laboratorium ausgefihrt wurde, 
machten wir die Beobachtung, daB das wirksame Prinzip immer eine 
Blaufairbung mit Antimontrichlorid' gab, eine Reaktion, die als charak- 
teristische A-Vitaminreaktion galt. Wir wollten nun feststellen, ob diese 
Reaktion etwas fiir das Hormon Charakteristisches sei oder nur den 
Beimengungen anhafte. Zu dieser Zeit erschien die Arbeit von Zondek 
und Aschheim?, die itiber das massenhafte Vorkommen von Ovarial- 
hormon im Hochschwangerenharn berichtete. Wir stellten das Hormon 
genau nach der Vorschrift des genannten Autors dar und konnten 
uns nun iiberzeugen, daB die Antimontrichloridreaktion nur durch 
die Beimengungen der Placenta bedingt sei, da das Harnhormon trotz 


1 Carr und Price, Biochem. Journ. 20, 497, 1926. 
2 Zondek und Aschheim, Klin. Wochenschr. 1927, Nr. 28, S. 1322; 
Zondek, ebendaselbst 1928, Nr. 11, S. 485. 
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seiner hohen Wirksamkeit nie eine Blaufdérbung mit dem Antimon- 
trichloridreagens gab. 

Trotzdem wir uns immer genau an die Angaben von Zondek und 
Aschheim hielten, konnten wir doch nicht zu Priparaten von solcher 
Reinheit gelangen, wie es die genannten Autoren angeben. Selbst bei 
zweimaliger Verseifung haftete noch den Praparaten ein durchdringender 
Harngeruch an und von Wasserléslichkeit selbst in der Hitze konnte 
keine Rede sein. Es gelingt wohl sehr leicht, auBerst haltbare Emulsionen 
darzustellen, aber echte Wasserlislichkeit konnten wir damals nicht 
beobachten. 

Da wir anfangs bei unseren Stoffwechselversuchen stark cholesterin- 
haltige Placentapraparate benutzten, stellten wir unsere Emulsionen 
in folgender Art und Weise her: das Priaparat wurde in 
lecithinhaltigem Alkohe] gelést, woraus sich durch Zugabe von Wasser 
und Verdunsten des Alkohols eine auBerst haltbare Emulsion herstellen 
lieB. Bei reineren cholesterinfreien Praparaten ist eine Zugabe von 
Lecithin unnétig. Jedenfalls gelingt es nicht, durch mehrmaliges 
Verseifen des Harnextraktes zu einem geruchlosen Priaparat zu gelangen. 
Da8B man, von der Placenta ausgehend, das Hormon nicht in reinem 
Zustande isolieren kann — man kann nur zu hochkonzentrierten Pri- 
paraten gelangen —, erkannten wir daran, da wir in der unverseifbaren 
cholesterinfreien Fraktion, der Fraktion, in der das Hormon vorkommt, 
durch die Antimontrichloridreaktion immer das Vorhandensein des 
Chromogens, nachweisen konnten!. Es ist auch héchstwahrscheinlich, 
daB auch andere Begleitstoffe sich ebenfalls in dieser Fraktion vorfinden, 
nnd es ist bis jetzt noch nicht gelungen, das Hormon von diesen Bei- 
mengungen zu trennen. 

Es gilt als fast sicher — schon Hermann hatte es erkannt —, da 
das weibliche Sexualhormon ein Sterinderivat ist, und das zeigte uns 
den Weg, um zu einem Fallungsmittel fiir das Hormon zu gelangen. 

Zwei amerikanische Autoren — Steinle und Kahlenberg? — gaben 
vor einigen Jahren eine neue Farbreaktion fiir Sterine an, die darauf 
beruht, daB beim Versetzen einer Cholesterinlésung in Chloroform 
mit einer 20% igen Chloroformlésung von Antimonpentachlorid ein 
brauner Niederschlag ausfallt, der nach einiger Zeit beim Auflésen 
in Chloroform eine schéne blaue Farbe gibt. Sie untersuchten den 
Niederschlag und fanden, da er ein Anlagerungsprodukt von Antimon- 
pentachlorid an Cholesterin darstelle. Nicht nur Cholesterin selbst, 
sondern auch andere Sterine sowie deren Derivate geben die Reaktion, 


! Wir nennen den Ké6rper, der mit dem Antimontrichloridreagens 
nach Carr und Price eine blaue Farbe gibt, das Chromogen, da wir iiber 
seine Natur noch nicht im klaren sind. 

2 Steinle und Kahlenberg, Journ. of biol. Chem. 67, 425. 
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wobei das Reaktionsprodukt, in Chloroform aufgelést, verschiedene 
Farbténe von Blau bis Braun anzeigt. 

Wir fallten nun einen verseiften Harnextrakt mit dem Antimon- 
pentachloridreagens. Es fiel ein schwarzbrauner Niederschlag aus, 
der sich leicht mit Natronlauge zersetzen lie} und aus dem wir ein 
gelbliches, vollkommen geruchloses 0] gewannen, welches sich im Tier- 
versuch als hochwirksam erwies. Durch Zusatz von Digitonin wurde 
das Produkt von Spuren von Cholesterin befreit und wiederum mit 
dem Antimonpentachloridreagens gefallt. Der Niederschlag wurde 
in der gleichen Weise behandelt und erwies im Tierversuch, daB er 
nichts von seiner Wirksamkeit verloren hatte. Dieser Versuch wurde 
noch zweimal mit verschiedenen Harnextrakten wiederholt. Leider 
erlaubte uns einstweilen unser kleines Tiermaterial nicht, das Praparat 
vollkommen auszuwerten. Unsere Resultate bewegten sich um 150000 
bis 200000 M.-E. pro Gramm, aber méglicherweise waren die Produkte 
noch viel wirksamer, da wir es noch nicht versucht haben, mit ver- 
diinnteren Lésungen zu arbeiten. Durch das wiederholte Umfiallen 
war es bewiesen, daB es das Hormon selbst war, das gefallt wurde, 
und daB es nicht vielleicht nur als Beimengung vorhanden war. 

Einige Praparate, die wir hergestellt hatten und die analysiert 
wurden, gaben aber vorliufig noch wenig befriedigende Resultate, 
so da8 anzunehmen ist, da noch andere Stoffe vorhanden! sind, die 
mitgefallt werden. Unsere Untersuchungen werden nun in der Richtung 
fortgesetzt, daB der Versuch gemacht wird, andere Verbindungen 
des Hormons herzustellen, um durch Kombination der verschiedenen 
Analysenwerte vielleicht doch zu brauchbaren Resultaten zu gelangen. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung des Placentahormons. 


Placentapulver wurde im Soxhletapparat erschépfend mit Chloroform 
extrahiert, der Extrakt mit alkoholischer Kalilauge verseift und mit Ather 
ausgeschiittelt. Die atherische Lésung wurde mit Wasser griindlich ge- 
waschen, getrocknet, der Ather abdestilliert und das Cholesterin in alkoholi- 
scher Lésung mit Digitonin gefallt. Das Filtrat wurde mit Wasser verdiinnt 
und wiederum mit Ather ausgeschiittelt. Nach Verdunsten des Athers 
hinterblieb ein braunliches 01, das in allen gebrauchlichen Lipoidlésungs- 
mitteln wie Ather, Alkohol, Chloroform, leicht léslich, in Wasser (200fache 
Menge) auch beim Erwirmen unléslich war. Der Kérper, in Chloroform 
gelést, gab eine Blaufaérbung mit dem Antimontrichloridreagens die 
ausgefallten Sterine gaben sie nie — und lieB sich auch mit dem Antimon- 
pentachloridreagens fallen. Da wir aber auch die Beobachtung machten, 
daB das auf andere Art und Weise hergestellte Chromogen sich ebenfalls 
mit dem Antimonpentachloridreagens ausfillen laBt, wenn es auch dabei 
zerstért wird, konnten wir das Placentahormon fiir unsere Analysen nicht 
verwerten, da wir es nicht von den Beimengungen trennen konnten. 


1* 
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Da das bei der Verarbeitung gréBerer Mengen notwendige Digitonin 
sehr kostspielig war, wandten wir zur Fallung der Sterine auch das Lithium- 
chlorid nach der Methode von Zwikker' an. Der unverseifbare Riickstand 
wurde in Pyridin gelést und mit in Pyridin geléstem Lithiumchlorid gefallt. 
Das Filtrat wurde im Vakuum eingedunstet, in Chloroform gelost, filtriert 
und die letzten Cholesterinspuren in gewéhnlicher Weise durch Auflésen 
in Alkohol und Fallen mit Digitonin entfernt. Durch Auflésen in Alkohol 
und Fallen mit Wasser — mit oder ohne Lecithinzusatz — bekam man 
gleichmaBig opaleszierende Emulsionen, die Monate hindurch unverandert 
haltbar waren. Auch das Chromogen blieb iiber ein Jahr unverandert. 
Man bekam die blaue Farbe in unverminderter Starke als wir das Praparat 
in Chloroform im Dunkeln aufbewahrten. 

Die im Ather vorhandenen Peroxyde scheinen das Chromogen zu zerstéren, 
wie auch schon Literaturangaben iiber ahnliche Zerstérung des Sexual- 
hormons durch Ather existieren®. DaB das Sonnenlicht einen entscheidenden 
Einflu8 auf das Hormon ausiibt, davon konnten wir uns selbst iiberzeugen. 
Eine abgewogene Menge 01, die vorher méglichst genau ausgewertet worden 
war, wurde in Chloroformlésung in einer fest verschlossenen Flasche dem 
Sonnenlicht ausgesetzt. Nach 3 bis 4 Wochen gab der Kérper keine blaue 
Farbung mehr und die fimffache Dosis war nicht imstande, den Ostrus 
auszulésen. Bei dem im Dunkeln aufgehobenen Praparat konnte nach 
einem halben Jahre der unverminderte Hormongehalt nachgewiesen werden. 
Die Untersuchungen werden von uns in dieser Richtung weiter fortgesetzt. 

Zu erwahnen ware noch, daB die einzige Literaturangabe, die wir iiber 
das Vorkommen des Chromogens in der Placenta finden konnten, die von 
Wilson® ist, der es darin mit der Antimontrichloridreaktion nicht nach- 
weisen konnte. Das scheint darauf zu beruhen, da®B er mit unverseiften 
Extrakten arbeitete und Fette die Reaktion erheblich stéren. 


Darstellung des Harnhormons. 


GréBere Mengen (10 bis 20 Liter) Hochschwangerenharn wurden 
bei schwach saurer Reaktion bis zur Sirupkonsistenz eingedampft, mit 
reinem Kieselgur verrieben und zur Trockne eindampfen gelassen. Die 
Masse wurde mit Chloroform erschépfend extrahiert, von etwa ausfallendem 
Harnstoff abfiltriert, mit alkoholischem Kali verseift, mit Ather extrahiert, 
getrocknet und das hinterbleibende O61 in Chloroform gelést*. Nun wurde 
das Hormon durch Zugabe einer 20%igen Antimonpentachloridlésung in 
Chloroform gefallt, 15 bis 20 Minuten lang absitzen gelassen, die iiber- 
stehende Fliissigkeit abgegossen und der Niederschlag mit Tetrachlor- 
kohlenstoff griindlich gewaschen. Nun wurde der Niederschlag in Chloro- 
form gelést und in einem Schiitteltrichter mit verdiinnter Natronlauge 
langere Zeit hindurch geschiittelt. Die sechwarzviolette Farbe der Chloroform- 
lésung schlagt nach einigen Minuten in Hellgelb um und es fallen dichte 
Mengen von Antimonoxyden aus. Es hat sich auch als vorteilhaft erwiesen, 
den Niederschlag mit etwas Natronlauge am Wasserbad vorsichtig zu 


1 Zwikker, Chem. Centralbl. 1917, I, 1072. 

2 Allan, Dickens, Dodds und Howitt, Biochem. Journ. 22, 1526. 

8 Wilson, Biochem. Journ. 21, 1054. 

‘ Versuche, die an méglichst genau ausgewerteten Harnen und an 


Extrakten aus ihnen gemacht wurden, bewiesen, daB durch diese Methode 
fast gar keine Verluste entstehen. 
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erwarmen, wobei er ebenfalls zersetzt wird. Die Chloroformlésung wird 
griindlichst mit Wasser gewaschen, filtriert und eingedampft. Es resul- 
tiert ein geruchloses, gelbliches, glasiges Ol, von Cholesterinkristallen 
durchsetzt. Es wurde nun in alkoholischer Lésung mit Digitonin ge- 
fallt (falls die Cholesterinmenge zu klein war, wurden abgewogene 
Mengen reinsten Cholesterins hinzugefiigt), das Filtrat mit Ather 
ausgeschiittelt, der Atherriickstand wiederum in Chloroform gelést und 
mit einem UberschuB des Antimonpentachloridreagens gefallt. Der Nieder- 
schlag wurde wiederum eine Zeitlang absitzen gelassen und mit Tetra- 
chlorkohlenstoff und Petrolither mehrere Male gut gewaschen, um das 
iiberschiissige Antimonpentachlorid zu entfernen. 

Nach dem Trocknen im Vakuum hinterbleibt eine schwarzbraune 
glasige Masse, die sich zu einem amorphen Pulver zerstoBen la6Bt. Das 
Pulver ist in Chloroform und Ather ziemlich gut, in Petrolaéther fast un- 
léslich. Wir versuchten nun, durch Auflésen in Chloroform und Fallen 
mit Petrolither das Produkt eventuell kristallinisch zu bekommen oder 
es nur weiter zu reinigen. Die Methode fiihrte aber zu keinem brauchbaren 
Resultat. Inwieweit die Fallung quantitativ ist, davon konnten wir uns 
aus Zeitmangel nicht tiberzeugen. Anzunehmen ist eher, daB man zwar 
mit ziemlichen Verlusten arbeitet, aber doch zu viel reineren Produkten 
gelangt. 

Wir versuchten auch, den Harnextrakt vor dem Verseifen mit Antimon- 
pentachlorid zu fallen. Man bekommt keinen festen, nur einen 6ligen Nieder- 
schlag, von dem sich die ttberstehende Fliissigkeit aber ganz gut dekantieren 
1aBt. Nach dem Zersetzen mit Natronlauge gelangt man ebenfalls zu einem 
geruchlosen Produkt. Die Methode bietet aber keine besonderen Vorteile 
und wir arbeiteten immer nur mit verseiften Lésungen. 

Es wurden fiir die Analyse drei Priparate aus je 20 Liter Ham dar- 
gestellt, die aber bei der Analyse keine befriedigenden Resultate ergaben. 
Die Versuche werden von uns in dieser Richtung weiter fortgesetzt. 

Mit hochwirksamem gereinigten Hormon wurden Versuche tiber 
die Beeinflussung des Stoffwechsels, insbesondere des Kohlehydrat- 
stoffwechscls ausgefiihrt, tiber welche in der nachsten Mitteilung berichtet 
werden wird. 

Zusammenfassung. 

1. Es wird gezeigt, daB die Placentaextrakte in Chloroformlésung 
beim Versetzen mit Antimontrichlorid eine Blaufarbung geben, die 
aber nur den Beimengungen anhaftet und nicht fiir das Hormon selbst 
charakteristisch ist. 

2. Durch Fallen mit Antimonpentachlorid gelingt es, eine Ver- 
bindung des Sexuwalhormons in fester Form zu isolieren, woraus sich 
das Hormon durch Zerlegen mit Natronlauge von vielen Verun- 
reinigungen befreit, zuriickgewinnen ]4Bt. Das Hormon lat sich 
in dieser bequemen Weise aus der unverseifbaren chloroformléslichen 
Fraktion sowohl von Placenta- wie auch von Harnextrakten in vollig 
geruchloser und hochwirksamer Form gewinnen. Unter Umstianden 
kann es sogar wasserléslich sein. 











Uber die angebliche Vitamin-A-Reaktion 
mit Antimontrichlorid und deren Auftreten bei oxydativer 
Umwandlung des Cholesterins. I. 


Von 


Helene Goldhammer und Franz Meinrad Kuen. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts und dem 
Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 19. August 1929.) 


Trotz der Fiille der Arbeiten iiber die angebliche Vitamin-A- 
Reaktion von Carr und Price! (Blaufirbung mit Antimontrichlorid 
in einer Lésung von Chloroform) sind die Meinungen iiber die Spezifitat 
und den Gang der Reaktion noch sehr geteilt. Die meisten Autoren 
beschreiben die Reaktion als von Blau zu Rotviolett iibergehend 
und als auBerst unbestindig. Als wir unsere Arbeit begannen, war 
es uns klar, daB man mit gereinigten Priparaten arbeiten miisse, um 
simtliche Stérungen durch Nebenreaktionen auszuschalten. Wir 
stellten zunachst fest, daB reines Cholesterin eine schwach rosa Farbe 
gibt, welche nach einiger Zeit in Bordeauxrot iibergeht. Die blaue 
Farbe des Chromogens? wird durch diese Rotfairbung stark beeintrachtigt. 
Auch Fette, selbst in geringen Mengen, stéren den Verlauf der Reaktion 
betrachtlich. Z.B. trat die Reaktion bei einem Versuch mit einer 
gréBeren Menge Blutserum erst nach der Entfernung der Fette durch 
Verseifung ein. Oft verursacht auch die Gegenwart von Fetten eine 
stérende Braunfirbung. Wir stellten daher die Reaktion immer nur 
nach der Verseifung und nach der Entfernung der Sterine durch Fallung 
mit Digitonin an. Wurde die Reaktion nach dieser Vorbehandlung 


1 Carr und Price, Biochem. Journ. 20, 497, 1926; Rosenheim und 
Drummond, ebendaselbst 19, 753, 1925; Takahashi, Inst. Phys. Chem. 
Research, Tokyo 8, 81, 1925; Willimott, Moore und Wokes, Biochem. Journ. 
20, 1292, 1926; Rosenheim, ebendaselbst 21, 386, 1927; Wokes, ebendaselbst 
22, 830, 997, 1928. 

2 Mit Chromogen bezeichnen wir in dieser Arbeit den noch unbekannten 
und nicht isolierten K6érper, der mit Antimontrichlorid die Blaufarbung 
gibt und vielleicht mit dem Vitamin A identisch ist. 
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ausgefiihrt (wir trachteten immer die gleichen Konzentrationen zu 
wahren), so ergab es sich, daB die rein blaue Farbe tage-, ja wochen- 
lang unverdndert bestehen blieb. 

Wir konnten auch nicht die Angaben verschiedener Autoren! 
iiber die Unbestindigkeit des Chromogens gegen héhere Temperatur 
und Oxydation bestiatigen. Wurde ungereinigtes Cholesterin aus 
Gallensteinen, welches mit Antimontrichlorid eine stark blaue Farbung 
gab, in Xylol gelést und durch die zum Sieden erhitzte Lésung 6 Stunden 
lang ein kraftiger Sauerstoffstrom durchgeleitet, so war nach Be- 
endigung des Versuchs die Reaktion ganz unverandert. Auch die durch 
Verseifung und Fallung mit Digitonin gereinigte Chromogenfraktion 
des Lebertrans zeigte nach einstiindigem Erhitzen auf 140° die Reaktion 
wie vorher. Bestatigen kénnen wir hingegen die Verginglichkeit des 
Chromogens bei Uberbestrahlung. J 

Wir untersuchten die Bildung und das Vorkommen des Chromogens 
beim Schmelzen? und Bestrahlen des Cholesterins, beim Oxycholesterin, 
Lebertran, Blutserum und Placenta. Bei allen Schmelz- und Bestrahlungs- 
versuchen konnten wir uns immer tiberzeugen, daB die Bildung des 
Chromogens unter allen Umstinden von der Gegenwart des Sauerstoffs 
abhingig ist. Blix und Léwenhjelm® schmolzen Cholesterin bei 150 
bis 155° 20 Minuten lang unter Sauerstoff und Stickstoff, wobei sie 
die Oxycholesterinreaktion nach Lifschitz untersuchten und fanden, 
daB auch hierzu die Gegenwart von Sauerstoff unbedingt notwendig 
sei. Moore und Willimott* sind der Ansicht, dab beim Bestrahlen, 
Schmelzen und beim Eindampfen einer kolloiden Cholesterinlésung 
,,Oxycholesterin“ entsteht. In allen drei Fallen war sowohl die Reaktion 
von Lifschiitz, wie auch die Antimontrichloridreaktion positiv. 

Ob die Antimontrichloridreaktion fiir das Vitamin A charak- 
teristisch ist, ist noch zweifelhaft. Unsere Untersuchungen iiber die 
Absorptionsspektren, die noch im Gange sind, beschranken sich darauf, 
festzustellen, ob eine Ubereinstimmung zwischen den auf verschiedene 
Art und Weise hergestellten Chromogenen besteht und ob die Antimon- 
trichloridreaktion und die Eisenchloridreaktior nach Lifschiitz parallel 
gehen. Dabei wird vielleicht festzustellen sein, ob die von Morton 
und Heilbronn! fiir das Vitamin A als charakteristisch angegebene 
Absorption mit dem Absorptionsspektrum des Chromogens identisch ist. 





1 Morton und Heilbronn, Biochem. Journ. 22, 987, 1928. 

2 Als wir die Beobachtung machten, daB geschmolzenes Cholesterin 
die Blaufarbung mit Antimontrichlorid gibt, waren uns die betreffenden 
Literaturangaben noch nicht zuganglich. Moore und Willimott, ebendaselbst 
21, 585, 1927. 

3 Blix und Léwenhjelm, ebendaselbst 22, 1313, 1928. 

#Il.c. 
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Experimenteller Teil. 


Die Antimontrichloridreaktion wurde immer so durchgefiihrt, daB 
zu 2cem der Lésung des Chromogens in Chloroform (die Konzentration 
des Sterins war etwa 0,1%) die doppelte Menge Reagens hinzugefiigt 
wurde. Reines Cholesterin aus Gallensteinen wurde einige Male aus 
siedendem Alkohol unter Zusatz von Tierkohle umkristallisiert. _Wurde 
mit dem so gereinigten Cholesterin die Reaktion angestellt, so trat nach 
dem Hinzufiigen des Reagens nach einigen Minuten eine rosa Farbung 
auf, die sich nach einigen Stunden bis zu Bordeauxrot vertiefte. Wir beob- 
achteten immer, daB die cholesterinfreien Praiparate die blaue Farbung 
tage-, ja wochenlang unveraindert behielten. Der Umschlag ins Violette 
tritt nur bei Gegenwart von Cholesterin ein?. 


Versuche mit geschmolzenem Cholesterin. 


Versuch 1. Je 0,25g reinsten Cholesterins wurden in gleich groBen 
Kolben in einem Olbad auf 147° erhitzt. Durch den einen Kolben wurde 
sauerstofffreier Stickstoff geleitet (der Stickstoff wurde iiber gliihende 
Kupferspiralen und durch alkalische Pyrogallollésung geleitet und iiber 
Calciumchlorid getrocknet). Die Apparatur war so gebaut, daB es méglich 
war, die Reaktion unter Stickstoff vorzunehmen und die Lésungen vorher 
durch Durchleiten von Stickstoff luftfrei zu machen. Nach einstiindigem 
Erhitzen wurden die Kolben erkalten gelassen, die Schmelzen unter Stick- 
stoff in Chloroform gelést und mit dem Reagens versetzt. Das an der Luft 
geschmolzene Cholesterin gab sofort eine tiefblaue Farbung, wahrend das 
im Stickstoffkolben befindliche nur eine schwach rosa Farbe gab, die dann 
schmutziggrau wurde. Dieser Versuch wurde noch zweimal wiederholt 
mit der einzigen Anderung, da®B nach dem Erkalten der Stickstoffkolben 
gedffnet wurde und erst nach !/,stiindigem bzw. nach 48stiindigem Stehen 
an der Luft die Reaktion vorgenommen wurde. Die Ergebnisse waren 
dieselben, die Proben gaben keine Antimontrichloridreaktion, wahrend 
die Kontrollproben sofort tiefblau wurden. 


Versuch 2. 0,25 g Cholesterin wurden in Xylol gelést und am Riick- 
fluBkithler unter Durchleitung von Sauerstoff 6 Stunden lang gekocht. 
Das Xylol wurde abdestilliert und das Cholesterin in Chloroform gelést. 
Die Antimontrichloridreaktion war negativ, es trat nur die rosa Farbung 
des Cholesterins auf. Behandelten wir chromogenhaltiges Cholesterin in 
derselben Art, so zeigte dasselbe unverandert die Antimontrichloridreaktion. 


Versuch 3. Durch 1g geschmolzenes Cholesterin wurde bei 150° 
3 Stunden lang Sauerstoff durchgeleitet. Die braune, geschmolzene Masse 
wurde in heiBem Alkohol gelést. Beim Abkiihlen der Lésung kristallisierte 
unverandertes Cholesterin aus. Dieses wurde abfiltriert und wiederholt 
mit Aikohol gewaschen. Ein Teil davon in Chloroform gelést, zeigte nur 
auBerst schwache Blaufaérbung mit Antimontrichlorid. In der Mutterlauge 
wurde das noch vorhandene Cholesterin mit Digitonin quantitativ gefallt. 
Das Filtrat wurde eingedampft und der Riickstand in Chloroform gelést. 
Die Lésung wurde mit Wasser gewaschen und mit gegliihtem Natrium- 


1 F. Wokes (1. c.) halt den Ubergang von Blau in Rot fiir eine charak- 
teristische Reaktion auf Vitamin A. Nach unseren Beobachtungen kommt 
dem reinen Chromogen aber nur die blaue Farbe zu, da der Ubergang in 
Violett und Rot nur bei Gegenwart von Cholesterin eintritt. 
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sulfat getrocknet. Diese Lésung gab mit Antimontrichlorid sofort eine 
stark blaue Farbung, welche wochenlang bestehen blieb. Die Farbe war 
rein blau, ohne violetten Ton. 


Versuche mit Ergosterin. 


Das Ergosterin wurde nach den Angaben von Windaus' aus Hefe 
dargestellt und durch Umkristallisieren aus Alkohol gereinigt, bis zum 
konstanten Schmelzpunkt von 154°. In Chloroform gelést, gibt es mit 
Antimontrichlorid eine schwache rosa Farbung, welche in kurzer Zeit in 
rein Blau iibergeht. Das Ergosterin wurde noch wiederholt aus Alkohol 
umkristallisiert, wobei die Intensitat der Antimontrichloridreaktion abnahm. 

Ergosterin verliert mit der Zeit die Fahigkeit, mit Antimontrichlorid 
eine Blaufaérbung zu geben. Eine Lésung von Ergosterin in Choroform 
gibt nach viertaégigem Stehen im geschlossenen GefaB im Licht keine Blau- 
farbung mehr. Da8 es sich dabei um die Wirkung des Lichtes handelt, 
beweist folgender Versuch: 0,04g Ergosterin (frisch dargestellt) wurden 
in 20cem Chloroform gelést. 10ccem dieser Lésung wurden dunkel auf- 
bewahrt, die andere Halfte im Tageslicht. Nach zweitagigem Stehen war 
die Antimontrichloridreaktion in der dunkel aufbewahrten Lésung un- 
verandert rein blau, waihrend die belichtete Lésung eine dunkel-braunrote 
Farbung gab. Wird Ergosterin in fester Form langere Zeit aufbewahrt, 
so verliert es ebenfalls die Fahigkeit, die Antimontrichloridreaktion zu geben. 
Ergosterinkristalle, welche sich 2 Monate lang im Dunkeln in einem 
Vakuumexsikkator befanden, gaben mit Antimontrichlorid nur mehr eine 
rosa Farbung, welche in Braunrot tiberging. 

Mit diesem so verainderten Ergosterin wurden nun dieselben Versuche 
angestellt, wie mit Cholesterin. Wird es vorsichtig bis zum Schmelzpunkt 
erhitzt, so gibt es mit Antimontrichlorid nur eine rosa Farbung, welche 
schlieBlich braunlichrot wird. Leitet man durch geschmolzenes Ergosterin 
bei 150° Sauerstoff, so gibt es mit Antimontrichlorid ebenfalls nur eine 
braunrote Farbung. Die Reaktion andert sich auch nicht, wenn man das 
Sterin zuerst mit Digitonin ausfallt. 


Versuche mit Oxycholesterin. 

2¢ Cholesterin wurden genau nach der Vorschrift von Lifschiitz* mit 
Benzoylsuperoxyd oxydiert. Nach dem Verseifen und Ausfrieren in Methyl- 
alkohol wurde das Produkt mit Digitonin gefallt, das Filtrat mit Wasser 
verdiinnt and ausgeaitherj. Man erhalt so ein gelbliches Ol, welches mit 
Antimontrichlorid eine auBerst starke blaue Farbung gibt, welche mehrere 
Tage lang unverandert bestehen bleibt. Eine Wiederholung des Versuches 
fiihrte zu dem gleichen Ergebnis. 


Versuche mit bestrahltem Cholesterin. 

Die Bestrahlungen wurden mit einer Heraeusquarzlampe in einer Ent- 
fernung von 25 bis 30cm ausgefiihrt. 

Versuch 1. Eine 1%ige Lésung von Cholesterin in Chloroform wurde 
in offener Schale bestrahlt. Die Reaktion war nach 1 und nach 2 Stunden 
negativ. Nach 5 Stunden war die Reaktion positiv und blieb es auch nach 
weiterem Bestrahlen bis zu 20 Stunden. 





1 Windaus und Grosskop{, H. 124, 8, 1922. 
2 Lifschiitz, diese Zeitschr. 48, 400. 
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Versuch 2. Wir bestrahlten eine 1 %ige Cholesterinlésung in Chloroform 
einerseits in offener Schale, andererseits, um jede Oxydation zu vermeiden, 
in einem Quarzkolben unter Durchleitung von Stickstoff. Derselbe wurde 
wie oben von Sauerstoff befreit und getrocknet. 





Bestrahlung 
unte r t Stic kstoffdure hleitung 


Offene Bestrahlung 


21/, Stunden || Lila Braun 


| 
. | Zuerst blaulich, dann violett Verschwindend blaulich 
ae Sofort grinlichblau Zuerst farblos, dann schwach- 
iI blaulich 


Versuch 3. 5Scem einer 10% igen Cholesterinlésung in Chloroform 
wurden im Quarzkolben im Stickstoffstrom bei Zimmertemperatur ein- 
gedunstet, wihrend der Bestrahlung wurde durch den Kolben ein Strom 
von trockenem Sauerstoff geleitet. Zur Anstellung der Reaktion wurde 
der Kolbeninhalt in 5cem Chloroform gelést, davon 0,2 cem abpipettiert, 
mit Chloroform auf 2 ccm aufgefiillt und 4ccem Reagens zugefiigt. 

Die Antimontrichloridreaktion war nach 15 und nach 45 Minuten 
negativ. Nach 4 Stunden farbte sich die Lésung nach Zusatz von Antimon- 
trichlorid sofort blau. Die Bestrahlung wurde noch stundenlang fortgesetzt. 
Die Reaktion war nach einer Gesamtbestrahlung von 23 Stunden noch 
immer positiv. 

Ein Parallelversuch unter Durchleitung von Stickstoff wurde genau 
so ausgefiihrt. Es trat dabei mit Antimontrichlorid nicht die geringste 
Blaufaérbung auf. Nach einer Bestrahlungszeit von insgesamt 6 Stunden 
farbte sich die Lésung mit dem Reagens nur rosarot. 

Versuch 4. Placentaextrakt', der eine stark blaue Farbung gab, wurde 
in 30cm Entfernung in offener Schale bestrahlt. Nach 4 Stunden war 
die Reaktion mit Antimontrichlorid negativ. 


Versuch 5. 5ccem einer 1%igen Cholesterinlésung wurden in einer 
Quarzeprouvette in 25cm Entfernung mit einem weit stirkeren Quarz- 
brenner als bei den anderen Versuchen bestrahlt. Nach 2 Stunden war die 
Antimontrichloridreaktion stark positiv, nach einer Bestrahlungszeit von 
insgesamt 4 Stunden gab die Lésung mit dem Reagens gar keine Farbung 
mehr. 

Versuche mit Lebertran und mit Blutserum. 


Versuch 1. 100 g Lebertran wurden 24 Stunden lang mit alkoholischer 
Kalilauge verseift, ausgeathert und der Riickstand ein zweites Mal verseift. 
Nach der Fallung mit Digitonin blieb ein gelbliches 61 zuriick, welches 
mit dem Reagens eine stark blaue Farbung gab, welche aber nach einigen 
Minuten in Braun umschlug. Es gelang uns nie, das Produkt reiner zu 
bekommen. Auch weitere Verseifungen fiihrten zu keinem Ergebnis. Viel- 
leicht handelt es sich um weitere Oxydationsprodukte, da wir die Beob- 
achtung machten, da das Chromogen (aus Placenta) in wahrscheinlich 
durch Peroxyde verunreinigtem Ather aufbewahrt nach 5 bis 6 Monaten 
keine blaue, sondern nur noch eine braunliche Farbe gab. 


Versuch 2. 2 bis 5ccm Blutserum wurden nach dem Verfahren von 
Steinle und Kahlenberg? mit Gips am Wasserbad eingetrocknet, mit 


1 Géidhianmer, diese Zeitschr. 215, 1, 1929. 
2 Steinle und Kahlenberg, Journ. of biol. chem. 67, 425. 
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Chloroform 1*/, bis 2 Stunden lang extrahiert und mit dem Antimon- 
trichloridreagens versetzt. Die Farbung war sowohl bei Blutserum 
von Menschen als auch bei Pferdeserum tiefblau. Als wir gréBere 
Mengen, etwa 60 ccm Serum, verarbeiteten, gab der Extrakt keine blaue, 
sondern nur die rosa Cholesterinfarbung. Nach dem Verseifen tritt sofort 
wieder die tiefblaue Farbe auf. Die Versuche iiber das Vorkommen des 
Chromogens im Blute werden weiter fortgesetzt. 


Zusammenfassung. 


1. Die von Carr und Price angegebene Reaktion mit Antimon- 
trichlorid konnten wir bei Lebertran, Placenta, Serum, Oxycholesterin, 
unter Sauerstoff geschmolzenem oder bestrahltem Cholesterin sowie 
bei aus Hefe dargestelltem Ergosterin beobachten. Es wurde fest- 
gestellt, daB das Chromogen aus Cholesterin nur bei Gegenwart von 
Sauerstoff entsteht. Aus Ergosterin konnte unter den gleichen Versuchs- 
bedingungen kein Chromogen erhalten werden. 

2. Reines Cholesterin gibt mit Antimontrichlorid nach einiger 
Zeit eine rosa Fiarbung, die dann in Dunkelbordeauxrot iibergeht 
und die rein blaue Farbung des Chromogens vollstiandig tiberdeckt. 
Die Reaktion wird ferner durch die Gegenwart von Fetten gestért. 
Wir haben deswegen vor Ausfiihrung der Reaktion die Fette immer 
durch Verseifung und die Sterine durch Fallung mit Digitonin entfernt 
und bekamen so Farbungen, die sich tagelang unverandert blau 
erhielten. Nur bei Lebertran gelang es uns nie, trotz wiederholter 
Verseifungen, bestindige Farbungen zu erzielen, da die blaue Farbe 
nach einigen Minuten immer in Braun iiberging. 

3. Das Chromogen ist bei einer Temperatur von 140 bis 150° 
gegen Sauerstoff bestandig. 











Uber Zuckeroxydation mit Luftsauerstoff 
und Wasserstoffsuperoxyd. I. 


Von 
Franz Meinrad Kuen. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts und dem 
Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegenstiftung der Akademie der 
Wissenschaften zu Wien. 


(Eingegangen am 19. August 1929.) 


Vor einigen Jahren haben Meyerhof und Warburg gezeigt, dab 
Kohlehydrate in vitro unter physiologischen Bedingungen (bei neutraler 
Reaktion und Kérpertemperatur) oxydiert werden kénnen. Meyerhof 
und Weber! fanden, daB Fructose und Hexosephosphorsiure an der 
Oberflache von Tierkohle langsam Sauerstoff aufnehmen, wahrend 
es Warburg und Yabusoe gelang, Fructose bei Gegenwart von Phosphat 
sowohl bei schwach saurer als auch bei neutraler, und noch steigend 
bei alkalischer Reaktion zu oxydieren. Viel friiher hat schon W. Léb 
gezeigt, daB die Oxydation von Glucose und Wasserstoffsuperox yd 
durch Phosphat stark gesteigert wird. Wir haben zunichst untersucht, 
ob unter solchen Bedingungen eine energische Oxydation méglich ist. 
Alle Versuche wurden bei Kérpertemperatur und in solchen Ver- 
diinnungeu angestellt, dai eine Selbsterwirmung ausgeschlossen war. 
Zur Oxydation verwendeten wir Luftsauerstoff und spiter Wasserstoff- 
superoxyd. Als Katalysatoren dienten die auch bei der Oxydation 
im K6rper wirksamen: Phosphat und Eisen (in einigen Versuchen 
auch Kupfer). 


I. Versuche tiber die Abhingigkeit der Oxydationsgeschwindigkeit von der 
Gegenwart von Katalysatoren und von der Reaktion der Fliissigkeit. 


A. Versuche mit Luftsauerstoff. 


W. Léb? hat beobachtet, daB Fructose, welche bei neutraler Reaktion 
gegen Wasserstoffsuperoxyd bestiandig ist, bei Gegenwart von Phosphat 
oxydiert wird, und zwar schon bei schwach saurer Reaktion (py = 6,81) 


! Diese Zeitschr. 188, 174, 1923. 
2 W. Lob, ebendaselbst 29, 316, 1910; 32, 43, 1911; 46, 288, 1912. 
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und in noch héherem MaBe bei zunehmender Alkalitét. Bei gleichem pg 
steigt die Oxydationsgeschwindigkeit mit zunehmender Konzentration 
des Phosphats. 

Nach Warburg und Yabusoe! verhialt sich Fructose bei der Oxydation 
mit Sauerstoff ganz ahnlich. Die Oxydation beginnt schon bei py 6,2 bis 6,8 
und steigt mit wachsender OH-Konzentration. Die Oxydation wird auBer- 
dem noch sehr beeinfluBt von der Konzentration der Fructose und des 
Phosphats. Meyerhof und Matsuoka? haben nun gezeigt, daB die Oxy- 
dation der Fructose in Phosphatlésungen eine Metallkatalyse ist. Kupfer, 
Eisen und Mangan wirken stark steigernd, wahrend Blauséure und Natrium- 
pyrophosphat die Oxydation hemmen. Krebs* stellte fest, daB~ auch 
Ammoniak sowie Calcium die Oxydation in Phosphatlésungen beschleunigen. 

Wir haben eine Reihe von Versuchen durchgefiihrt, um das AusmaB 
der Oxydation unter verschiedenen Bedingungen festzustellen. Als 
Zucker verwendeten wir die Lavulose von Schering. Saimtliche Versuche 
wurden im Brutschrank bei einer Temperatur von 37 bis 40° durch- 
gefiihrt. Die Luft, welche zuerst ein Wattefilter und Waschflaschen 
mit Natronlauge passierte, wurde in starkem Strom durchgesaugt. 
Um eine Abkiihlung der Lésungen durch den Luftstrom zu vermeiden, 
wurde derselbe in einem langen Schlangenrohr aus Blei, welches sich 
im unteren Teile des Brutschrankes befand, vorgewirmt. Die Oxy- 
dation des Zuckers wurde durch die Abnahme der Reduktion gemessen, 
und zwar nach dem Titrationsverfahren von Pavy-Kumagawa-Suto. 
In jenen Lésungen, welche Kupfer als Katalysator enthielten, wurde 
dasselbe vor der Titration mit Schwefelwasserstoff ausgefallt. Die 
pu-Bestimmung wurde nach dem Indikatorenverfahren von Sdérensen 
ausgefiihrt. In den Tabellen sind die gleichzeitig angestellten Versuche 
durch Klammern verbunden, weil die Temperatur des Brutschrankes 
innerhalb einiger Grade schwankte und daher bei der Abhangigkeit 
der Oxydationsgeschwindigkeit von derselben die Oxydationswerte 
nicht streng absolut zu nehmen sind. 

Die Versuche 1 bis 4, Tabelle I, zeigen, daB Fructose bei Gegenwart 
von Ammoniumphosphat und Kupfer bei schwach alkalischer Reaktion 








Tabelle I. 
Konzen- m/2 Ammonphosphat Abnahme 
" tration der ——i} ss Dauer des der 
Versuch Fructose sekundir tertiar CuS0O4.5H20 > Versuchs Reduktion 
OF» ecm ecm 9/9 Std. %o 
1 2 95 5 0,08 20 0 
2 ‘ 95 5 0,08 120 6 
3 2 95 20 0,08 20 43,0 
+ 2 95 20 0,08 40 75,0 


' Warburg und Yabusoe, diese Zeitschr. 146, 380, 1924. 
2 Meyerhof und Matsuoka, ebendaselbst 150, 1, 1924. 
3 H. A. Krebs, ebendaselbst 180, 377, 1927. 
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bestandig ist. Die Oxydation wird hingegen sehr deutlich, wenn man die 
OH-Konzentration durch Vermehrung des tertidéren Phosphats erhéht. 

In Tabelle Il sind Versuche mit Natriumphosphat zusammen- 
gestellt. Um die Fallung des Kupfers durch das Phosphat zu vermeiden, 
wurde Natriumcitrat zugefiigt. In den Versuchen 5 und 6 sieht man, 
daB bei schwach alkalischer Reaktion (py = 8,3) keine Abnahme 
der Reduktion erfolgt. Die Versuche 7 bis 10 zeigen deutlich die Ab- 


Tabelle II. 














hoes sf Wasser 2 = n/10 NaOH = 2 FA Zs 2s 
Ee a = z =2 2 | <. 
Ze = s 2 a = s 
3 = 4 
0; eem ecm ecm ecm Og a Std. Fg 
5 2 - 40 20 44 0,3 83 | 20 
6 2 40 — 20 44 0,3 8,3 40 6 
| 7 1 150 -- — nNaOH oo 13,0 | 48 100 
50 
8 . 3. ae 100 — 50 — 12,3 48 78,2 
| 9 ae 50 015 | 106 | 48 694 
10 1j;-—- 200 — — _ 3 | 48 “ 


* m/10 Lésung von sekundirem Natriumcitrat, nach Sérensen. 


hangigkeit der Oxydation von der OH-Konzentration. Wird die 
Fructose in reiner Natronlauge gelist, so ist der Zucker nach 48 Stunden 
vollstandig verschwunden. Fiihrt man denselben Versuch aus, jedoch 
unter Zufiigung von Natriumphosphat, wodurch das py auf 12,3 sinkt, 
so tritt keine Beschleunigung der Oxydationsgeschwindigkeit ein, 
sondern im Gegenteil eine Hemmung. Zu Versuch 9 wurde auBerdem 
noch Kupfersulfat ‘und Natriumcitrat zugefiigt (pay = 10,6); die Oxy- 
dation war in diesem Falle noch geringer als in Versuch 8. 


Tabelle ITI. 














§ z S * PH = a 
#2 - = ue | Es 
Ver- EE " "= = : Zs 3 
cock io NaOH 5 # §zuBeginn|am Ende ¢> Ea 
es x S g <5 
Mm B : ind sc 
O/5 aiid siete des Versuchs Sta Ol 
11 1 10 cem n/4 09 | — | 108 _ 24 | 6 
12 1 47,5, n/10 — 52.5 10,8 — 24 6 
13 oe ae 35 wo 12 — | 24 6,0 
14 et ee 6 ane _ 46 12 — | 2 9,5 
15 1 | 65 , n/10 35 - 12 8,6 48 9.5 
16 1 54. «=o 10 - 46 12 11,3 48 15,3 


* Nach Sdérensen. 
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Wir stellten nun einige Parallelversuche an (11 bis 16), um zu 
untersuchen, ob bei gleichem Ausgangs- py die Oxydationsgeschwindigkeit 
durch Phosphat gesteigert wird. Die Fructose wurde einerseits in einem 
Phosphatgemisch von bestimmtem py gelést, wahrend im Parallel- 
versuch eine Glykokollpufferlésung benutzt wurde, welche mit Natron- 
lauge auf gleiches py eingestellt worden war. 

In den Versuchen 11 und 12, welche zu Beginn ein py von 10,8 
hatten, erfolgte keine Abnahme der Reduktion. Erst bei hoéherer 
Alkalitat (pq = 12) wurde sowohl in der Phosphatlésung als auch im 
Glykokollgemisch die Fructose oxydiert. Bei dem Doppelversuch 15/16 
wurde das py am Ende des Versuchs gemessen, wobei sich ein starker 
Unterschied ergab. In Versuch 16 war das py = 11,3, gegen 8,6 in 
Versuch 15, woraus sich die starkere Abnahme der Reduktion in 
Versuch 16 erklart. , 

Um diese Unsicherheit zu vermeiden, wurden einige Oxydationen 
ausgefiihrt, wobei durch allmihliche Zugabe von Natronlauge gesorgt 
wurde, daB das py auf annihernd gleicher Hohe verblieb (siehe 
Tabelle IV). Zu den Versuchen 17 und 18 wurde Phenolphthalein zu- 
gefiigt und die Lésung wahrend des ganzen Versuchs durch entsprechende 
Zugabe von n/10 Natronlauge auf einem schwachrosa Farbton gehalten. 
Es zeigte sich keine Abnahme der Reduktion. In den Versuchen 19 
und 20 wurde in entsprechender Weise Thymolphthalein verwendet. 
Die Abnahme der Reduktion im Phosphatversuch (17%) und in der 
Glykokollésung (15°) ergab keinen groBen Unterschied. 


Tabelle IV. 


Versuche mit konstantem pu. 








S¢ = =i = S a= 

Ss S a = 5 2 Pa 

f= r rr 4 Sz = er 

Versuch Si Z z Pu > és fc 
Es , m 2 gt <). 5 

zt o = < oS _ 

lo ecm ecm ecm Std Ol6 ecm 

(17 1 — 100 | — |>83| 2#@ | 6 54 
{18 1 10 — 90 8.9 i ae 11,3 
19 1 10 90 — 9,8 24 17,1 60,2 
20 1 40 —_ 60 9,8 24 15,4 39,8 


In allen diesen Versuchen konnte also keine eindeutige Steigerung 
der Oxydationsgeschwindigkeit durch Phosphat festgestellt werden, 
wahrend ihre Abhangigkeit von der OH-Konzentration klar hervortritt. 
Bei saurer und neutraler Reaktion erfolgt keine Abnahme der Reduktion, 
sondern erst bei ausgesprochen alkalischer Reaktion (py = 9,8). 

Bemerkenswert ist die Beobachtung, da auch in jenen Versuchen, 
wo die Reduktion nicht abnahm, die OH-Konzentration am Ende 
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des Versuchs geringer war als zu Beginn. Fructose allein verschiebt 
das py ein wenig nach der sauren Seite, doch war die Abnahme der 
OH-Konzentration bedeutend gréBer, als es der Wirkung der Fructose 
entspricht. Es scheint also, daB die Fructose schon bei neutraler 
Reaktion oxydiert wird, ohne daB jedoch eine Abnahme der Reduktion 
erfolgt. In den Versuchen von Warburg und Meyerhof, welche die 
Oxydation durch den manometrisch gemessenen Sauerstoffverbrauch 
bestimmten, nahm die Fructose schon in schwach saurer Lésung und 
noch starker bei neutraler und alkalischer Reaktion Sauerstoff auf. 
Dieses Verhalten kénnte man erkliren, wenn man z. B. die Bildung 
von Ketongluconsaure oder von Glucoson annimmt. 


B. Versuche mit Wasserstoffsuperoxyd. 


Uber Zuckeroxydation mit Wasserstoffsuperoxyd liegen zahlreiche 
Beobachtungen vor. Die ersten Untersuchungen wurden in alkalischer 
Lésung vorgenommen. Schade! und Framm? glaubten, daB die Oxydation 
nach folgender Gleichung vor sich ginge: 

C,H,,0O, —> 2CH,CHO + 2 HCOOH. 


Bei Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd wird der Acetaldehyd zu 
Essigsiure oxydiert. Buchner, Meisenheimer und Schade* sind bei der 
Nachpriifung dieses Versuchs zu anderen Ergebnissen gelangt. Sie konnten 
unter den fliichtigen Saéuren keine Essigséiure, sondern nur Ameisenséure 
nachweisen. Ferner wurde die Bildung von Formaldehyd und Glykolsaure 
festgestellt, wihrend sich der Nachweis von Trioxybutterséure als Irrtum 
erwies. In besonders ausfiihrlicher Weise haben Nef* und W. L. Evans® 
das Verhalten der Kohlehydrate in alkalischer Lésung und gegen die ver- 
schiedensten Oxydationsmittel untersucht. Bei der Oxydation von Galaktose 
erhielt Nef Glykolsaure, Spuren Oxalsiure, ferner Glycerin-, Threon-, 
Galakton- und Talonséure. Die Versuche von A. Jolles® wurden in n/100 
Natronlauge angestellt und dabei Ameisensiéiure als Hauptprodukt, ferner 
Acetaldehyd, Essigsiure und bei Oxydation mit Luftsauerstoff auch Milch- 
siure und Athylalkohol gefunden. 


Cross, Bevan und Smith? zeigten, daB ein Zusatz von '/,9 999 der Fliissig- 
keit an Eisensulfat stark katalytisch wirkt. Die Reaktion ging unter starker 
Warmebildung vor sich, wobei aus Dextrose 15 bis 20°, Ameisenséure, 
4 bis 7% Essigsiure und 20% Tartronséure entstanden. Fenton® und 
seine Mitarbeiter haben unter ahnlichen Bedingungen die Wirkung von 
Wasserstoffsuperoxyd auf verschiedene Saéuren und Alkohole untersucht. 


1 Schade, Zeitschr. f. physik. Chem. 57, 1, 1906. 

2 Framm, Pfliigers Arch. 64, 587, 1896. 

3 Buchner, Meisenheimer und Schade, Ber. 88, I, 620; 39, 4217, 1907; 
Meisenheimer, ebendaselbst 41, 1009, 1908. 

4 Nef, A. 335, 316, 1904; 357, 214, 1907; 376, 1, 1910; 408, 204, 1914. 

5 W.L. Evans, Journ. Amer. Chem. Soc. 1925/28. 

6 4. Jolles, diese Zeitschr. 29, 152, 1910. 

7 Cross, Bevan und Smith, Proc. Chem. Soc. 194, 115, 1898. 

§ Fenton, Chem. News 70, 45; Proc. Chem. Soc. 1897 bis 1900. 
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Es zeigte sich, da®B von diesen nur die mehrwertigen (Athylglykol, Glycerin, 
Erythrit, Mannit, Dulcit, Sorbit) oxydiert werden. Die Versuche von 
W. Léb wurden bereits oben erwaihnt. Vor kurzem erschien eine Unter- 
suchung von Bernhauer und Nistler!, welche sich mit der Oxydation von 
Kohlehydraten bei Gegenwart von Calciumcarbonat befaBt. 

Unsere eigenen Oxydationsversuche sind in den Tabellen V und VI 
wiedergegeben. Alle Versuche wurden bei neutraler Reaktion angestellt. 
Erst im Laufe der Oxydation erfolgte eine Verainderung der Reaktion 
infolge der Saurebildung. Jede OH-Ionenwirkung war also bei diesen 
Versuchen ausgeschlossen. Das Wasserstoffsuperoxyd verwendeten 
wir in einer Konzentration von 1,2°,. Die Konzentration des Zuckers 
und des Wasserstoffsuperoxyds war so gering, daB trotz der betriicht- 
lichen Reaktionsgeschwindigkeit jede Selbsterwirmung, wie z. B. bei 
den Versuchen von Cross, Bevan und Smith und von Fenton, vermieden 
wurde. Die Temperatur wurde bei jedem Versuch gemessen und war 
immer konstant. Die Abnahme der Reduktion wurde hier ebenfalls 
nach dem Verfahren von Pavy-Kumagawa-Suto bestimmt. War am 
Ende des Versuchs noch Wasserstoffsuperoxyd vorhanden, so wurde 
dieses vor der Titration mit Platinasbest zerstért. Fructose und Dextrose 
erleiden dabei keine Veranderung, wie wir in eigenen Experimenten 
feststellten. 

Die Versuche 1 bis 4 zeigen deutlich eine ungefahr 214fache 
Steigerung der Oxydationsgeschwindigkeit infolge des Zusatzes von 
Phosphat. Fiigt man zu dem Phosphat auBberdem noch Ferroammon- 
sulfat hinzu (Versuch 5), so erhéht sich die Oxydationsgeschwindigkeit 
ganz bedeutend; bei unserem Versuch auf ungefihr das Sechsfache 
des Parallelversuchs mit Phosphat. allein. 

In Versuch 6 wurden nach 20 Stunden die gebildeten Sauren 
abgestumpft und das verbrauchte Wasserstoffsuperoxyd ersetzt, 
wodurch wieder energische Oxydation eintrat, so daB nach 48 Stunden 
kein Zucker mehr vorhanden war. Die Lisung reduzierte Fehling 
nicht und gab keine Molischreaktion. 

Die Versuche7 bis 9 wurden mit der gleichen Menge an Eisen 
durehgefiihrt. Versuch7 nur mit Ferroammonsulfat, zu Versuch 8 
wurde auBberdem noch Phosphat zugefiigt und zu Versuch 9 auBer 
Phosphat noch eine entsprechende Menge einer Haminlésung. Die 
Oxydation verlief in allen drei Versuchen gleich schnell und scheint 
nur von der vorhandenen Eisenmenge abzuhingen, was besonders 
deutlich erst bei langerer Versuchsdauer zu sehen ist. Nach 120 Stunden 
bestand zwischen Versuch 7 und 8 kein Unterschied. Die schwachere 
Phosphatwirkung tritt also neben der bedeutend starkeren katalytischen 
Wirkung des Eisens vollstandig zuriick. 


1 Bernhauer und Nistler, diese Zeitschr. 205, 230, 1929. 
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Das Verhalten der Glucose war sehr interessant, da es sich zeigte, 
daB sie schneller oxydiert wird als die Fructose. Wahrend sonst Fructose 
infolge ihrer gréBeren Reaktionsfahigkeit sowohl schneller vergoren 
wird, als auch besonders gegen Oxydationsmittel viel empfindlicher 
als Glucose ist, wird diese von Wasserstoffsuperoxyd bei Gegenwart 
von Eisen schneller oxydiert. Eine ahnliche Ausnahme von dem ge- 
wohnlichen Verhalten zeigt Glucose auch gegen Monosulfopersiure. 

Die Phosphatwirkung ist bei Glucose noch ausgeprigter als bei 
Fructose (siehe Versuch 10 bis 13). Der Doppelversuch 14 und 15 
ergab wie bei der Fructose das vollstandige Verschwinden der Phosphat- 
wirkung bei Anwesenheit von Eisen. In Versuch 16 und 17 wurde die 
Konzentration des Eisens auf das Zehnfache erhéht, wodurch die Oxy- 
dation so schnell verlief, daB nach 24 Stunden der Zucker vollstandig 
oxydiert war. DaB die Oxydationsgeschwindigkeit auch von der Konzen- 
tration des Zuckers abhangt, zeigt Versuch 18, welcher mit der fiinffachen 
Zuckerkonzentration angestellt wurde. Nach 22 Stunden war die 
Reduktion erst um 4,9°%, gesunken. 


Il. Uber die bei der Oxydation 
der Glucose mit Wasserstoffsuperoxyd auftretenden Reaktionsprodukte. 


Der oxydative Abbau der Glucose durch Wasserstoffsuperoxyd 
bei Gegenwart von Phosphat und Eisen bei Kérpertemperatur und 
neutraler Reaktion wurde nun naéher untersucht. Wir gingen dabei 
genau so vor wie in Teil I B, Versuch 16 und 17 beschrieben, nur daB 
in entsprechend gréBeren Mengen gearbeitet wurde. 

Versuch 1. Der erste gréBere Versuch wurde in folgender Weise an- 
gestellt : : 

833,3 ccm H,O, 

833,3 ,, H,O,, 30%, 

167 » n/3 Na,gHPQ,, 

167 ,, n/3 KH,PO,, 

20g Glucose, 

1g Ferroammonsulfat. 


Nach 24 Stunden bei 37° war der Zucker vollstaéndig oxydiert und 
das Wasserstoffsuperoxyd verbraucht. Zur Aufarbeitung des Versuchs 
wurde folgender Weg eingeschlagen: Zunichst wurde in einem aliquoten 
Teil die Gesamtsdurebildung bestimmt, welche 220 ccm n entsprach. Die 
fliichtigen Sdéuren wurden bei einer Temperatur von 40° und 14mm Druck 
im Wasserstoffstrom abdestilliert. Die Destillate wurden gesammelt und 
titriert. Das abdestillierte Wasser wurde wieder ersetzt und die Destillation 
so lange (bis zu zehnmal) wiederholt, bis nur mehr Spuren von Sauren 
iibergingen. Die Gesamtmenge an /fliichtigen Sduren betrug 111 com n. 

Beim Einengen der Fliissigkeit schied sich ein gelber Kérper ab, welcher 
nach seinem Verhalten als Ferrooxalat erkannt wurde. Die Eisenbestimmung 
ergab folgenden Wert: 

55,0 °% gefunden, 
55,36% berechnet fiir FeC,O,. 


Q* 
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Die vereinigten Destillate wurden genau neutralisiert, am Wasserbad 
eingeengt, auf 100 ccm gefiillt und darin die Ameisenséure bestimmt?. 
0,5cem dieser Lésung wurden mit Wasser verdiinnt, mit Salzséure vor- 
sichtig angesiuert und mit 5ccm der Sublimatlésung 24% Stunden am 
Wasserbad unter RiickfluBkiihlung erhitzt und das ausgeschiedene Kalomel 
gewogen. 

Hg Cl 0,2230 g entspricht 0,022 g Ameisenséure, oder aus 20 g Glucose 
4,3g Ameisensdure. 

Die gesamte Menge der durch die Titration bestimmten fliichtigen 
Sauren (111 ccm n) wiirden einer Ameisenséuremenge von 5 g entsprechen. 
Man sieht also, daB die Ameisensiure den Hauptteil der fliichtigen Sauren 
ausmacht. 

Der Riickstand von der Vakuumdestillation wurde nun im Lindschen 
Apparat mit Ather erschépfend extrahiert. Die Menge der dtherldéslichen 
Sduren betrug 19 ccm n. Die dtherunldslichen Saiuren wurden ebenfalls 
titriert und verbrauchten 54 ccm n Natronlauge. 


Versuch 2. Ein zweiter Versuch wurde genau wie der erste durch- 
gefiihrt. Die Titration der Saéuren ergab folgende Verteilung: 


Goapeuieiaren . . sw le cs ss -s HG COM 
Bitichtige Shuren. ........ 186 4, n 
Atherijaliche Buren ........ 18 , 


Unlésliche Polyoxysiuren. .... 46 ,, n 


Die Ovxalsdure wurde in einem aliquoten Teil der Fliissigkeit be- 
stimmt. 200ccm wurden in essigsaurer Lésung mit Chlorcalcium gefallt. 
Es wurden 0,1285g CaC,O, ausgewogen. Das entspricht 0,85 g Oxalsdure 
aus 20g Dextrose. Dieser Betrag stimmt sehr gut mit der Titration der 
atherléslichen Séuren tiberein. 18ccm n entsprechen 0,81 g Oxalséure. 
Die Titration ergibt etwas weniger Oxalsiiure, da bei der Verarbeitung 
der Fliissigkeit etwas Ferrooxalat ausfallt. 

Versuch 3. Dieser Versuch wurde ebenso wie die zwei ersten ausgefiihrt. 
Die Saureverteilung war folgende: 


Gesemitehuren.. ......... . S26ccm n 
Dineweee GlGrm. ... «. . . - + 4B i» m 
Atherlésliche Séuren ....... 14,5,, n 
[ee en. ke te a wm 


Die ersten Vorlaiufe bei der Vakuumdestillation zeigten, wie auch in 
den Versuchen 1 und 2, Aldehydreaktionen, ammoniakalische Silbernitrat- 
lésung wurde in der Kalte reduziert und gab bei langerem Stehen einen 
Silberspiegel. Ebenso war die Jodoformreaktion positiv. Die Mengen der 
Aldehyde waren aber, da sie bei Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd 
zu den entsprechenden Séuren weiter oxydiert werden, sehr gering und 
wurden deshalb nicht quantitativ bestimmt. 

Die Atherfraktion wurde auf Milchsdure gepriift. Ein Teil davon 
wurde mit Schwefelsiure und Kaliumpermanganat oxydiert. Das Destillat 
gab die fiir Acetaldehyd charakteristische Reaktion von Rimini: Blau- 
farbung mit Diithylamin und Nitroprussidnatrium. Zur genauen Be- 
stimmung der Milchs&éure wurde der Riickstand nach dem Abdestillieren 


1 Nach den Angaben von Finke, diese Zeitschr. 51, 253, 1913. 
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des Athers in 100cem Wasser gelést und in 15cem die Milchsaéure. nach 
Firth bestimmt: 


Vorgelegt 5ccem Bisulfit . . . 84,5cem n/10 Jod 
pratt. 2. cs SEAS, 6/7, 
20,0 com . 0,0045 = 0,09 g Milchséure. 


Aus 20g Dextrose wurden also nur 0,18 g Milchsdéure erhalten. 
Ferner wurde ein Teil der Atherfraktion auf Glyoxylsiure untersucht. 
Die Reaktion mit Tryptophan und Schwefelséure war aber negativ. 


Zur Untersuchung der in Ather unléslichen Saéuren wurde der Riick- 
stand von der Extraktion nach Zusatz von Kieselgur im Vakuum am 
Wasserbad eingedampft. Die trockene Masse wurde im Soxhlet mit Alkohol 
extrahiert, dann der Alkohol abdestilliert und der Riickstand in 100 ccm 
Wasser gelést. 10 ccm entsprechen 53,0 ccm n/10 NaOH. Daher entspricht 
die Gesamtmenge der atherunléslichen Saéuren 53,0 cem n. 

50 cem der Lésung wurden mit Caleiumcarbonat bis zur Abstumpfung 
der Saéuren gekocht, hei® filtriert und im Vakuum eingeengt. Beim Versetzen 
der konzentrierten Lésung mit Alkohol fallen die unléslichen Calciumsalze 
der Polyoxyséuren aus. Zur Reinigung wurden dieselben wieder in Wasser 
gelést und mit Alkohol gefallt. Aus 20 g Dextrose wurden 7,44 g Calciumsalz 
erhalten. Die Calciumbestimmung ergab einen Gehalt von 14,81% Ca. 
Ein Teil der Calciumsalze wurde in Wasser gelést und mit Bleiacetat gefallt, 
der amorphe Niederschlag mit Schwefelwasserstoff zerlegt und, die freien 
Saéuren mit Brucin behandelt. Es konnte aber kein kristallisiertes Salz 
erhalten werden. Ebensowenig fiihrte ein Versuch mit Phenylhydrazin 
zu einem Ergebnis. 

Versuch 4. Wie aus den Versuchen 7 und 8 und 14 bis 17 in TeilIB 
hervorgeht, verlauft bei Gegenwart von Eisen die Oxydation unabhangig 
vom Phosphat. Wir haben deshalb auch einen Versuch mit gréBeren Mengen 
ohne Phosphat durchgefiihrt. Der Versuch wurde auf folgende Weise 
angesetzt: ‘ 

20g Glucose, 
lg Ferroammonsulfat, 
80 ccm H,O,, 30%, 
1920 ,, H,O. 


Nach 24 Stunden war die Molischreaktion negativ und das Wasserstoff- 
superoxyd verbraucht. Die Titration ergab folgende Saéureverteilung: 


Gesamtsfuren ....... . 236cemn 
Fliichtige Sfuren. ...... 150 , n 
Atherlésliche Séuren . .... 20 ,, n 
Unlésliche Sféuren ...... 33, on 


Die Saureverteilung stimmt also mit jener in den Phosphatversuchen 
iiberein. 

Versuch 5. Um geniigend Material, besonders zur Untersuchung der 
Polyoxysauren, zu erhalten, wurde ein Versuch mit 100 g Glucose angestellt, 
und zwar wie Versuch 4 ohne Phosphat: 


100 g Glucose, 
5g Ferroammonsulfat, 
400 ccm H,O,, 30%, 
9600 ,, H,O. 
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Nach 24 Stunden bei 37° war der Zucker vollstandig oxydiert. Die 
Lésung wurde im Apparat von Hladik bei 14mm Druck im Wasserstoff- 
strom destilliert. Das Destillat wurde mit einem Uberschu8 von Blei- 
carbonat gekocht und nach dem Filtrieren eingeengt. Die zundchst un- 
reinen Kristalle von Bleiformiat wurden aus Wasser unter Zusatz von 
Blutkohle umkristallisiert. Wir erhielten 12g Bleiformiat als farblose, 
glanzende Nadeln. Die Bleibestimmung ergab folgenden Wert: 


PbO: 75,47% gefunden, 
75,60% berechnet. 


Die Mutterlauge des Bleiformiats wurde mit Schwefelwasserstoff 
entbleit, die Lésung mit Silbercarbonat in der Hitze neutralisiert und 
mehrere Stunden gekocht, um noch vorhandene Ameisenséure zu zerstéren, 
filtriert und eingeengt. Das Silberacetat wurde aus Wasser umkristallisiert. 
Es ergaben sich 0,3 g Silberacetat. Die Analyse gab folgenden Silberwert: 


64,26% Silber gefunden, 
64,65% ,»  berechnet. 


Der Atherextrakt wurde nach dem Trocknen mit Natriumsulfat vor- 
sichtig abdestilliert. Der gelbe Riickstand erstarrte zu nadelférmigen 
Kristallen. Diese wurden wiederholt aus Ather umkristallisiert und er- 
wiesen sich als reine Oxalsiure. Die Ausbeute betrug 3g. Die Substanz 
schmolz bei 98 bis 99°, der Mischschmelzpunkt mit reiner Oxalsiure war 
99 bis 100°. In einem anderen Teil der Atherfraktion wurde auf Glyoxyl- 
sdure gepriift, jedoch mit negativem Erfolg. 

Aus der Fraktion der Polyoxyséuren wurde das Calciumsalz wie in 
Versuch 3 dargestellt. Die Calciumbestimmung ergab 15,15% Ca. Das 
Calciumsalz wurde so lange gereinigt (durch Auflésen in Wasser und Fallen 
mit Alkohol), bis der Caleitumgehalt konstant war, wobei derselbe etwas 
anstieg: 

15,56% Ca, 
15,92% Ca, 
16,07% Ca. 


Die Lésung des Calciumsalzes reduziert Fehling nicht, dagegen 
ammoniakalische Silbernitratlésung, wobei sich nach langerem Stehen 
ein Silberspiegel bildet. Dieses Verhalten und der Calciumgehalt lieBen 


uns vermuten, daB die Séure vielleicht mit Zuckersaéure identisch sei. 
Calciumgehalt fiir CaC,H,0O,: 

16,15° berechnet 

16,07% gefunden. 


Aus dem Calciumsalz wurde noch ein schwer lésliches Zinksalz und ein 
Kupfersalz dargestellt. In diesem wurde das Kupfer bestimmt: 
40,07% Cu gefunden, 
38,0 % Cu berechnet. 


Im Calciumsalz wurden der Kohlenstoff und Wasserstoff durch Vere 
brennung bestimmt: 


17,97% C, 
2,12% H. 
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Die Elementaranalyse und die Analyse des Kupfersalzes zeigen, daB 
die Saéure nicht mit Zuckerséiure identisch ist. Die Untersuchung der 
Polyoxyséuren wird weiter fortgesetzt. 


Versuche 6 und 7. Untersuchung der gasférmigen Reaktionsprodukte. 
Schon in friiheren Versuchen hatten wir die Bildung von Kohlenséure in 
betrachtlichen Mengen nachgewiesen. Da dieselbe aus der sauren Lésung 
zum gréBten Teil entweicht, muBte sie auf besondere Art bestimmt werden. 
Um das Gas aufzufangen und zu messen, fiillten wir einen Kolben von 
genau bekanntem Inhalt (600ccm) bis unter den schlieBenden Gummi- 
stopfen mit der Reaktionslésung, welche wie in Versuch 5 zusammen- 
gesetzt war. Durch ein mit Wasser gefiilltes Kapillarrohr, welches glatt 
unter dem Stopfen endete, konnte das Gas in einen ebenfalls vollstandig 
mit Wasser gefiillten graduierten Zylinder treten, aus welchem das ver- 
drangte Wasser durch ein bis zum Boden des GefaBes tauchendes Rohr 
nach auBen gedriickt wurde. 6g Glucose gaben 1300 ccm Gas bei 24°, 
760 mm. Die Reduktion auf 0°, 760 mm und trockenes Gas, ergibt 1162 cem. 
Das aufgefangene Gas wurde in einer Hempelbiirette analysiert. Die beiden 
Versuche zeigten véllige Ubereinstimmung. 





Versuch 6 Versuch 7 
Oo O/, 
ae 95,0 94,6 
Og é 0 0 
CO 3,9 4,1 , 
Hy 1,1 1,3 
Ny 0 0 
100,0 100,0 


Das Kohlenoxyd wurde durch Absorption mit ammoniakalischer 
Kupferchloriirlésung und der Wasserstoff durch die Volumenabnahme 
bei der Verbrennung itiber Kupferoxyd bestimmt. Das Gas besteht also 
zum gréBten Teil aus Kohlensjure. Uberraschend ist das Auftreten von 
Kohlenoxyd. Vor kurzem hat Nicloux' ebenfalls die Bildung von Kohlen- 
oxyd bei der Oxydation von Glucose, Fructose usw. mit gasférmigem 
Sauerstoff festgestellt. Die maximale Kohlenoxydbildung trat bei einer 
Temperatur von 85 bis 87° und einem Alkaligehalt von n/15 bis n/5 ein. 
Bei Kérpertemperatur war aber die Kohlenoxydbildung duBerst gering. 
Aus 250 mg Glucose entstanden maximal 1,6 bis 1,7cem CO. Es ist auf- 
fallend, daB unter so verschiedenen Bedingungen fast die gleiche Menge CO 
gebildet wird: 

Versuch 6 und 7... ..... . aus 1g Glucose 8 ccm CO 

Versuche von Nicloux...... , lg as 6,8 ,, CO 


Die Bildung von Wasserstoff bei der Oxydation von Fructose 
mit Wasserstoffsuperoxyd haben schon Buchner, Meisenheimer und 
Schade® beobachtot. Sie fiihrten sie auf die Feststellung von Blank 
und Finkenbeiner® zuriick, daB Formaldehyd bei Gegenwart von 


1 Nicloux, Bull. de la Soc. Chim. Biol. 10, 1135, 1928 und a. a. O. 
2 Ber. 39, 4217, 1907. 
8 Blank und Finkenbeiner, Ber. 81, 2979, 1898. 
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Wasserstoffsuperoxyd zu Ameisensiure oxydiert wird unter Abspaltung 
von Wasserstoff. Durch den Nachweis desselben wird die Bildung 
von Formaldehyd als Zwischenprodukt sehr wahrscheinlich. Die 
Menge der Ameisensiure entspricht allerdings nicht der geringen 
Wasserstoffbildung. Wahrscheinlich geht die Hauptreaktion nicht 
nach der Gleichung 2 HCHO + H,O,—» 2 HCOOH + H,, sondern 
auf folgende Art vor sich: HCHO-+ H,O, —-» HCOOH + H,O, 
wie schon Blank und Finkenbeiner erwogen haben. 


Ubersicht tiber die Oxydationsprodukte. 


Bei unseren Oxydationsversuchen entstanden fast ausschlieBlich 
Sauren. Die Aldehyde, welche vom Wasserstoffsuperoxyd sofort 
weiter oxydiert werden, konnten nur in ganz geringen Mengen nach- 
gewiesen werden. Aus einem Mol Glucose bilden sich neben ungefahr 
1% Mol Kohlensiure fast immer 2 Aquivalente organische Siuren, 
wovon die Halfte auf die fliichtigen Sauren entfallt. Diese bestehen 
fast zur Ganze aus Ameisensdure, wahrend sich Essigsiure nur in ge- 
ringen Mengen nachweisen ]4Bt. In der Gruppe der atherléslichen 
Saiuren konnte die Bildung von ungefahr 4/,, Mol Oxalsaure nach- 
gewiesen werden, neben kleinen Mengen von Milchsiure. Aus der 
Gruppe der atherunléslichen Polyoxysiuren wurde noch keine Saure 
eindeutig nachgewiesen. 


Als Durchschnitt aus mehreren Versuchen berechnen sich folgende 
Werte: 





%, ee ; %5 = 

Kohlensiure . . 34,0 | 11/, Milchsiure. . . 1,0 _ 

Ameisensaure. . 21,5 1 Polyoxysauren . 82.5 — 

Essigsiure ... Spuren | — Kohlenoxyd . . 1,0 -- 

Oxalsiure .. . 43 | Ny Aldehyde ... | Spuren — 
Zusammenfassung. 


1. Bei den Oxydationsversuchen mit Luftsauerstoff trat eine 
Abnahme der Reduktion erst bei ausgesprochen alkalischer Reaktion 
ein (px = 9,8). Bei zunehmender OH-Konzentration steigt die 
Oxydationsgeschwindigkeit sehr stark. Eine deutliche Steigerung 
derselben durch Phosphat konnte nicht nachgewiesen werden. 

2. Auch in jenen Versuchen, wo keine Abnahme der Reduktion 
erfolgt, wird die Fructose verindert, wobei die OH-Konzentration 
sinkt. 

3. Glucose wird von Wasserstoffsuperoxyd bei neutraler Reaktion 
stirker oxydiert als Fructose. Phosphat steigert die Oxydations- 
geschwindigkeit auf ein Vielfaches. 
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4. Eisen wirkt auf die Oxydation mit Wasserstoffsuperoxyd 
stark katalytisch. Die Wirkung des Eisens ist von seiner Menge ab- 
hangig.. Bei. gleichzeitiger Anwesenheit von Eisen und Phosphat tritt 
die Wirkung des Phosphats hinter der starkeren Eisenwirkung voll- 
stindig zuriick, und die Oxydation geht so vor sich, als ob nur das 
Eisen allein vorhanden ware. 

5. Glucose wird von Wasserstoffsuperoxyd und Eisen zu folgenden 
Saiuren oxydiert: Kohlensiure, Ameisensiure, Oxalsiure, Milchsaiure 
und Polyoxysiuren. Essigsiiure und Aldehyde kénnen nur in Spuren 
nachgewiesen werden, auBerdem entsteht noch Kohlenoxyd in geringer 
Menge. Der Nachweis von Wasserstoff macht die intermediare Bildung 
von Formaldehyd wahrscheinlich. 











Uber die Ausscheidung von Saure im Harn bei der Arbeit. 


IV. Mitteilung: 


Die Ausscheidung der Mileh- und Phosphorsiiure und deren Beziehung 
zur Harnaziditat. 


Von 
Michael S. Resnitschenko und Natalie P. Kosmin. 


(Aus dem Zentralen Psycho-Physiologischen Laboratorium in Moskau.) 


(Eingegangen am 9. August 1929.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


I. 

Auf Grund der kurz vorher veréffentlichten Versuche zeigten wir, 
daB die Summe der dissoziierten Sauren, die bei der Muskelarbeit 
durch Nieren ausgeschieden wird, in einem gesetzmaBigen Verhiltnis 
zur Intensitéat der Arbeit und zu der GréBe der Ermiidung steht!. 

Unsere nichste Aufgabe war, die Schicksale mehrerer Substanzen, 
die an dem Stoffwechsel des arbeitenden Muskels beteiligt sind, zu 
verfolgen und deren Rolle in der Anderung der Harnaziditit auf- 
zuklaren. 

In erster Linie wendeten wir unsere Aufmerksamkeit der Milch- 
siure zu. Die Ausscheidung der gréBeren Mengen derselben im Harn 
bei der intensiven Arbeit ist gut bekannt. Doch bis jetzt hat man nur 
sehr wenig Versuche gemacht, den Milchsiuregehalt des Harns mit 
dessen H’-Konzentration zu verkniipfen (vgl. z. B. Wilson, Long und 
Thurlow?. 

Von Bedeutung kénnen auch die anorganischen Phosphate des 
Harns sein. ‘Trotz der zahlreichen Untersuchungen, die zwar unter 
einem anderen Gesichtspunkt ausgefiihrt worden sind, ist die Frage 
iiber die Phosphorausscheidung bei der Muskelarbeit noch nicht end- 
giiltig entschieden. Wie wir vor kurzem bemerkt haben, spielt hier 


1 M. Resnitschenko, diese Zeitschr. 210, 393, 1929. 
2 Wilson, Long usw., Journ. Biol. Chem. 65, 755, 1925. 
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wahrscheinlich nicht nur die Menge, sondern auch die Form des aus- 
geschiedenen Phosphors eine Rolle!. Um ein richtiges Urteil iiber den 
Phosphorstoffwechsel bei der Arbeit zu gewinnen, mu8 man also auch 
das Verhaltnis der sauren und alkalischen Phosphate bestimmen. 

Unter solchen Voraussetzungen untersuchten wir den EinfluB 
einer kurzen, angestrengten Muskelarbeit (Lauf) auf die Harnaziditat 
und den Milch- und Phosphorsdéuregehalt des Harns. Im folgenden 
fassen wir die Ergebnisse unserer Versuche kurz zusammen. 


Il. 


Als Versuchsobjekt diente einer der Autoren (Resnitschenko). Um 
die Wirkung der Nahrungseinnahme auszuschalten, blieb die Versuchs- 
person vom Abend des vorangehenden Tages an niichtern. Kurz vor 
dem Anfang des Versuchs wurden 200 ccm Wasser getrunken, damit 
das Harnvolumen sich nicht zu stark verminderte. Der Lauf wurde 
auf dem mit Schnee bedeckten Wege durchgefiihrt und dauerte 2,0 
bis 12 Minuten. Die in diesem Zeitraum zuriickgelegten Distanzen 
schwankten von 600 bis 1300m. Der Harn wurde je 15 Minuten, ein- 
schlieBlich der Zeit des Laufes untersucht, so dab die ersten Be- 
stimmungen in der Arbeitsperiode 3 bis 5 Minuten nach der Beendigung 
der Arbeit ausgefiihrt wurden. gx des Harns wurde sofort nach der 
Gewinnung elektrometrisch mit der Chinhydronmethode  ermittelt. 
Zur Bestimmung der Milchsiure verwendeten wir das vorziigliche 
Verfahren von Friedeman-Cotonio-Shaffer?. Die Summe der anorga- 
nischen Phosphate wurde kolorimetrisch, nach Briggs, bestimmt. Die 
Trennung der primaren Phosphate geschah nach der etwas modifizierten 
Bariumchloridmethode von Freund. Dieses Verfahren lieferte fiir 
unsere Zwecke geniigende Resultate und wird spater besonders be- 
sprochen. 

ill. 


Als Ausgangspunkt fiir unsere Versuche nahmen wir den 1000-m- 
Lauf (5 Minuten) an. Mehrmals wiederholte Versuche, einige von den 
sind in der TabelleI und II zusammengestellt, zeigten folgendes: 

5 Minuten nach der Beendigung des Laufes entleerter Harn (fiir 
15-Minuten-Periode, inklusive 5 Minuten Laufen gesammelt) tragt noch 
keine Spuren der durchgemachten angestrengten Arbeit. Aber in der 
nichsten 15-Minuten-Periode verschiebt sich die Harnreaktion stark 
nach der sauren Seite. Die absolute Menge der Wasserstoffionen, in 
Grammionen ausgedriickt, das heiBt, die Summe der dissoziierten 
sauren Produkte, erreicht ebenso in diesem Punkte ihr Maximum. 


1 N. Kosmin, diese Zeitschr. 212, 87, 1929. 
2 Friedeman, Cotonio, Shaffer, Journ. Biol. Chem. 78, 334, 1927. 
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Diese GréBe, welche in hohem MaBe der Intensitat der Muskelarbeit pro- 
portional ist, hangt einerseits von der H-Ionenkonzentration, andererseits 
von dem Harnvolumen ab. Wie aus der Tabelle I und II ersichtlich 
ist, sinkt das Harnvolumen in der Arbeitsperiode fast immer ab, und in 
den nachfolgenden Perioden nimmt es wieder zu. Die Erhéhung der 
beiden, des Volumens und der H-Ionenkonzentration in der Periode ,,2* 
(erste Periode nach der Beendigung des Laufes) bewirkt eine betrachtliche 
Steigerung der absoluten Menge von H-Ionen. Weiter aber, obwohl 
das Harnvolumen noch immer hoch bleibt, vermindert sich die Konzen- 
tration der H und damit auch die Menge derselben betrachtlich. 


Ahnliches Verhalten zeigt auch die Milchsaure. 


In der Ruhe und in der Arbeitsperiode scheiden sich im Harn nur 
ganz unwesentliche Quantitaten der Milchsiure aus (eher nicht die 
Milchsiure selbst, sondern irgendwelche andere sulfitbindende Sub- 
stanzen, die im Harn vorhanden sind). Doch in der nachsten Periode, 
15 Minuten nach Beendigung des Laufes, steigt die Milchsiure- 
konzentration sehr stark an, um in den nachsten Perioden wieder zu 
sinken. Nach 50 bis 60 Minuten kehrt sich der Milchsauregehalt, ebenso 
wie pu des Harns wieder zur Norm. 


Wenn man die Ausscheidung der Milchsaure und die Menge der H’ 
im Harn graphisch wiedergibt, so wird der vollkommene Parallelismus 
der beiden GréBen sehr gut ersichtlich (Abb. 1). | 
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Abb. 1. 


Wasserstoffionenkonzentration, Milchsture, anorganischer Phosphor und Monophosphate (M. P.) 
pro 15 Min. beim 5-Min.-Lauf (1 km). 


Die Ausscheidung der anorganischen Phosphate folgt im wesent- 
lichen den Schwankungen des Harnvolumens. Indem sich die Phosphor- 
konzentration nur schwach andert, vermindert sich die Ausscheidung 
in der Arbeitsperiode, dann aber steigt sie an und sinkt wieder. Doch 
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sind diese Anderungen nicht so scharf ausgesprochen wie im Falle 
von Milchsaure. 

Sehr charakteristisch verhalten sich die sauren und alkalischen 
Phosphate. 

Man mu bemerken, da8 der Harn unserer Versuchsperson etwas 
alkalisch ist, wahrscheinlich im Zusammenhang mit chronischem Hyper- 
aciditas des Magens, und iiberhaupt sehr wenig Phosphate enthilt. 

Im Ruhezustand und in der Arbeitsperiode fehlen die sauren 
Phosphate im Harn volIkommen. Nach der Arbeit erreichen sie 15 
bis 20°, des totalen Phosphors, und 40 bis 50 Minuten spiter ver- 
schwinden sie wieder. 

Aus der Tabelle II ersehen wir, daB die Ausscheidung der Milch- 
siure, sowie die absolute Menge der H-Ionen am 5. Februar etwas 
héher ist als in dem entsprechenden Versuch am 5. Februar. Die 
Erklarung liegt in der Tatsache, daB am 5. Februar der frisch 
gefallene tiefe Schnee den Lauf schwieriger machte, trotz der gleichen 
Geschwindigkeit war ein gréBerer Energieverbrauch nétig. 

In dem nachsten Versuch (7. Februar) war der Lauf weniger schnell; 
dementsprechend haben wir eine nicht so hohe Steigerung aller unter- 
suchten GréBen (vgl. Tabelle III, Abb. 2). 
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Abb. 2. 
Wasserstoffionenkonzentration, Milchsiure, anorganischer Phosphor und Monophosphate (M. P. 
pro 15 Min. beim 5,5-Min.-Lauf (1 km). 


Ein noch langsamerer Lauf (2km in 12 Minuten) bewirkt nur 
noch ganz unbedeutende Anderung der Harnaziditat und Milchsaure- 
ausscheidung (Tabelle IV). 

Endlich bleibt ein 15- und 30-Minuten-Marsch auf der Tretbahn 
ohne irgendwelchen Einflu8 auf die Harnbestandteile. Durch diese 
Arbeit wird also das Bildungs- und Restitutionsgleichgewicht der 
Milchsaure nicht verschoben. 


Fiihren wir noch einen Versuch mit zwei verschieden langen 
Arbeitsperioden an (Tabelle VI, Abb. 3). Die gleich intensive, aber 
verschieden lang dauernde Arbeit, der 1300-m-Lauf in 5 Minuten und 
600-m-Lauf in 2 Minuten, bewirkt einen quantitativ verschiedenen Effekt. 
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IV. 


Ausscheidung von Séure im Harn bei Arbeit. 
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Der erste ruft eine Ausscheidung der groBen Mengen von Milchsaure 
und eine starke Zunahme der Harnaziditét hervor. Der zweite Lauf, 
der nach 45 Minuten vorgenommen wurde, wirkte weniger ermiidend. 
Die Ausscheidung der sauren Produkte war bedeutend kleiner. Doch 
die Phosphor- und Milchséurekonzentration anderte sich nach diesem 
Laufe sehr unregelmaBig. Es ist zu bemerken, daB die héchste Konzen- 
tration von Milchsaure nicht immer der gréBten ausgeschiedenen Menge 
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Abb. 3. Zwei einander folgende Perioden des Laufes — 5 Min. 1,3km und 2 Min. 0,6 km. 


derselben entspricht. Man mu8 immer die beiden GréBen, die Konzen- 
tration und das Harnvolumen in Betracht haiten. Und in diesem 
Falle ist die Gesamtmenge der Milchsaure kleiner als bei dem ersten Lauf. 

Um unsere Ergebnisse besser zu veranschaulichen, haben wir in 
der Tabelle VII die Ausscheidung der Phosphate und in Abb. 4 und 5 
die Ausscheidung von Milchsiiure und H-Ionen bei der Arbeit  ver- 
schiedener Intensitat zusammengestellt. 


Tabelle VII. 





Vor der Arbeit 25 Min. nach der Arbeit 





Anorgan. P| M.P. Anorgan. P M.P. 
mg | mg 
pro 15 Min. | 9/9 pro 15 Min. Fo 
5-Min.-Lauf (1,3km) .. 5,9 0,0 18,0 20,0 
5-Min.-Lauf (1,9 km) 

(schneebedeckte Bahn) . 10,3 0,0 19,0 15,0 
5-Min.-Lauf (1,.00km) .. 12,8 0.0 16,6 20.0 
5,5-Min.-Lauf (1,0km). . 2.8 0,0 7,5 5,0 
12-Min.-Lauf (2,0km). . 4,2 0,0 6,8 etwa 1,0 
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Ausscheidung der Milchsture beim Laufe verschiedener Intensitit. 
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Abb. 4. 
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Die Ausscheidung der Milchséure im Harn ist eine Funktion der 
Muskelanstrengung, indem sie mit dem Abfall der Intensitat des Laufes 
immer kleiner wird (vg]. Abb. 4). Das Anhaufen der sauren dissoziierten 
Produkte folgt derselben Regel. Die Kurven der absoluten Menge von 
H geben mit fast photographischer Genauigkeit die der Ausscheidung 
von Milchsiure wieder (Abb. 5). Diese GesetzmaBigkeit deutet sehr 
klar darauf, daB fiir die Steigerung der Harnaziditat bei der intensiven 
Arbeit hauptsiachlich die Milchsiure verantwortlich ist. 

Die sauren Phosphate spielen, wenigstens in diesem Falle, nur 
eine untergeordnete Rolle, indem ihre Entstehung durch die Anwesenheit 
einer stirkeren Saure bedingt ist. 


Die Bestimmung der Harnaziditat und der absoluten Menge von 
H-Ionen gibt uns vorziigliches Material zur Beurteilung der Intensitat 
der Arbeit und den Grad der Ermiidung. 























Uber den Gehalt der wichtigsten Proteine 
der Nahrungsmittel an Kohlehydrat und iiber ein kolori- 
metrisches Verfahren zur quantitativen Bestimmung von 
stickstofffreiem Zucker in Eiwei8. 


Von 
J. Tillmans und K., Philippi. 


(Mitteilung aus dem Universitéts-Institut fiir Nahrungsmittelchemie 
in Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 10. August 1929.) 


Schon lange ist mit Sicherheit eine Kohlehydratgruppe in den 
sogenannten Glykoproteiden nachgewiesen. AuBerdem ist in den 
Nucleinsiuren der Zellkerne von verschiedenen Forschern [Kossel, 
Neuberg (1)] Kohlehydrat erkannt worden. In den Lehrbiichern von 
O. Hammarsten (2) und O. Kestner (3) ist dariiber ausfiihrlich berichtet. 
Auch andere Proteine, vor allem das Eieralbumin, waren oft der Gegen- 
stand eingehender Untersuchungen. Diese Untersuchungen haben 
ergeben, daB sowohl stickstoffhaltiger Zucker (Glucosamin) als auch 
stickstofffreier am Aufbau vieler Proteine beteiligt sein mu8. Zum 
Zwetke der Identifizierung oder der quantitativen Bestimmung mit 
Fehlingscher Lésung wurde das Kohlehydrat von den anderen Eiweib- 
bausteinen nach verschiedenen, oft sehr zeitraubenden Verfahren 
getrennt. 

Auch Farbreaktionen auf Kohlehydrate wurden mehrfach zum 
qualitativen Nachweis von Zucker im EiweiSmolekiil verwandt, so 
z. B. von Osborne und Harris (4) und von M. Bial (5). Eine eingehende 
Beschreibung solcher Farbreaktionen findet sich in einer Veréffentlichung 
von C. Neuberg (6): ,,Uber die Farbreaktionen von Zuckern‘‘, wo auch 
als qualitative Proben die von uns benutzten Zuckerreaktionen von 
Molisch und Tollens naher geschildert sind. Quantitativ kolorimetrische 
Verfahren zur Zuckerbestimmung sind bisher bei der Blutuntersuchung 
mit Erfolg herangezogen worden. 

Mit Hilfe des im folgenden geschilderten kolorimetrischen Ver- 
fahrens gelingt es nun, quantitativ in relativ kurzer Zeit und in einfacher 
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Weise die Kohlehydratgruppe im Eiweif direkt als Glucose berechnet 
zu erhalten; und zwar wird, wie aus den spateren Ausfiihrungen er- 
sichtlich, nur der stickstofffreie Zucker durch die Reaktion angezeigt. 


1. Quantitativ kolorimetrische Ausgestaltung der Zuckerreaktionen von 
Molisch und Tollens. 
a) Die Thymolreaktion. 

Zunichst wurde untersucht, in welcher Weise der Ausfall der 
Molischreaktion (7) von den drei miteinander reagierenden Stoffen, 
Thymel, a-Naphthol, Schwefelsiure und Kohlehydrat in verschiedenen 
Konzentrationen abhangig ist. Zunichst haben wir festgestellt, bei 
welcher geringsten Schwefelsiurekonzentration die Reaktion noch 
eintrat. Zu diesem Zweck haben wir die folgenden Versuche angestellt : 

Zu den im folgenden angefiihrten Mischungen von konzentrierter 
Schwefelsiure mit Wasser wurden je lecem einer 1%igen alkoholischen 
a-Naphthollésung und einer 1%igen wisserigen Glucoselésung zugegeben. 
Durch Schiitteln erhaélt man dann, ohne vorheriges Erwirmen, die an- 
gegebenen Farbténe: 

leem 1%ige a-Naphthollésung und leem 1%ige Glucoselésung 
mit einer Mischung von: 


1 cem konzentrierter H,SO, und 9 ccm destilliertes H,O f byt 

'-5 re H,S8O, , 5 » ie HO} ee 

S - B,eG, . 4 >» 9 H,O sehr schwach rosa 

_ ee ‘a ELeG, «4 3 + - H,O schwach hellrot 

Bis ~~ moO » 3 -" H,0O tief zinnoberrot 

O's, i ee aes en H,O violett-schwarz, 
noch durch- 
scheinend 

ae on moo, 4 6.» oi H,0O violett-schwarz, 


nicht mehr 
durchscheinend 


Da nach einigen Minuten bereits Triibungen auftraten, hielten wir 
das a-Naphthol fiir ungeeignet. Ein entsprechender Versuch.mit Thymol 
hatte folgendes Ergebnis: 

Zu jeder wie folgt erhaltenen Schwefelsiuremischung wurden je 1 ecm 
einer 1%igen wasserigen Glucoselésung und einer 1%igen alkoholischen 
Thymollésung zugegeben und durch Schiitteln gemischt. In der Kalte 
erhalt man dann die angegebenen Farbténe: 


5 cem konzentrierter H, SO, und 5 cem destilliertes H,O farblos 

a oo mer 4s Gn os H,O farblos 

“2 o CF Oa ae i H,0O sehr schwach rosa 
ia a Meh, os 3 ns - H,O schwach gelbrot 

9 ,, % eo Se ie H,O kraftig gelbrot 

m «& a Eats 9s. 0 9 Pm H,O tief kirschrot 


Triibungen waren nicht zu bemerken. Durch E1warmen der Lésung 
gelingt es, auch mit einer schwicheren Séure eine klare und deutliche 
Farbung wie oben zu erzielen. Dabei mufite die Konzentration eine solche 
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sein, daB nicht wie bei zu schwacher Saure eine Triibung auttrat ; andererseits 
durfte bei Verwendung von destilliertem Wasser statt Glucoselésung 
keine Farbung zu bemerken sein. Am giinstigsten schien uns eine Mischung 
von 40 ccm destillierten Wassers mit 60 cem konzentrierter Schwefelsaure ; 
es resultiert eine Saure mit einem Gehalt von 57,6% H,SO,.  Zuerst 
stellten wir alle Versuche mit 1 cem Zuckerlésung, 0,4 oder 0,5 cem Lésung 
des Reagenz und 10 cem dieser Schwefelséure an; zahlreiche spiatere Proben 
zeigten, daB mit 15ccm Saure bessere Fiairbungen erzielt wurden. 


Dann wurde die Abhangigkeit der Farbintensitaét von der Glucose- 
konzentrazion gepriift : 


10cem Reaktionsschwefelsiure gemischt mit 0,2cem alkoholischer 
Thymollésung und dazu je: 


leem 0,05%iger Glucoselésung ergibt schwach rotviolette Farbe 
1 , 0,1 %iger - - re karminrote Farbe 
1 , 0,5 %iger ™ ao rotbraune Farbe, 


wenn man diese Mischungen 5 Minuten bei 85° im Wasserbad erwirmt. 
Hieraus ist ersichtlich, daB ein Wechsel im Farbton bei diesen Zucker- 
konzentrationen eintritt; auch ist die Farbintensitiét zu groB. Es muB 
also der Konzentrationsbereich zu hoch gewahlit sein. Verwendet man 
statt 0,05 bis 0,5 %iger Glucoselésungen solche von 0,05% abwarts, so 
erhailt man eine gleichmaBig rotviolette bis karminrote Farbung, die 
in der Verdimnung gut kolorimetrierbare Lésungen ergibt. Die Versuchs- 
lésungen (Glucose 0,05, 0,04, 0,03 und 0,02%ig) wurden auf diese Schwefel- 
sdure aufpipettiert, dazu die Thymollésung gegeben und durch Schiitteln 
gemischt. Die Lésung ist zundchst farblos ; eine Erwirmung war beim Mischen 
mit der Saéure nicht zu vermeiden, sie hielt sich aber konstant innerhalb 
weniger Grade bei rund 40°. Nach 10 Minuten wurde die Lésung aus dem 
Wasserbad genommen und im Hehnerzylinder auf 50 verdiinnt. Es ver- 
hielten sich die Farbintensitaéten den angewandten Glucosemengen pro- 
portional. Eine genaue Priifung der Proportionalititsverhaltnisse ergab 
folgende Werte: Diese Versuche wurden mit je zweimal 15 ccm der Schwefel- 
siure (6 + 4), mit je zweimal lecm Zuckerlésung mit dem unten an- 
gegebenen Glucosegehalt und mit je 0,4cem 5%iger Thymollésung an- 
gestellt. Die Erhitzungsdauer im Wasserbad betrug 10 Minuten. Beide 
Farblésungen wurden dann mit der Reaktionsschwefelsaure bis zur Marke 50 
des Hehnerzylinders aufgefiillt und durch UmgieBen gemischt. Nachdem 
sie sich auf Handwarme abgekiihlt hatten, wurde die stairker gefarbte 
(héher konzentrierte) bis zu dem unten angegebenen Teilstrich abgelassen, 
um mit der schwacheren farbgleich zu werden. 





Verhiltnis der Glucosegehalte 


der angewandten Versuchs- Verhiltnis der Schichthéhen Verhiltnis der Schichthéhen 


bzw. Teilstriche 


Moungen des Hehnerzylinders es haere a ee 
mg in leem : 1. gefunden 2. berechnet 

0,1 : 0,05 50 : 24 2,08 2,00 

0,1: 0,2 26 : 50 0,52 0,50 

0,2: 0,38 34:50 0,68 0,66 

0,3: 0,4 37 : 50 0,74 0,75 


0,4: 0,5 44 : 50 0,88 0,80 
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Wie aus den letzten Zahlen ersichtlich ist, werden bei hdheren Konzen- 
trationen als 0,4mg die Farben so kraftig, da® ein sicherer Vergleich 
schlecht méglich ist. 

Als Lésungsmittel fiir das Thymol kommen nur Alkohol, Eisessig 
oder Natronlauge in Frage, da diese Lésungsmittel mit Wasser bzw. Schwefel- 
siure mischbar sind. Am giinstigsten ist Natronlauge als Lésungsmittel. 
Man nimmt 0,4 bis 0,5ccem einer 5%igen Lésung in 5%iger Natronlauge, 
um méglichst wenig Uberschu8 an Thymol in der Farblésung zu haben. 
Dieses wiirde dann gefiirbte Trépfchen in der Hitze bilden, die an die Ober- 
flache der Lésung emporsteigen. 


Um den Einflu8 der Erhitzungsdauer auf den Verlauf der Reaktion 
zu priifen, wurden folgende Versuche angestellt: 


Zwei Zucker- bzw. Eiwei®Blésungen wurden nach Vorschrift mit 
Schwefelsiure und Thymol] gemischt und ins kochende Wasserbad gestellt. 
Dann wurden sie zu verschiedenen Zeiten aus dem Wasserbad genommen, 
auf 50 im Hehnerzylinder aufgefiillt und verglichen. Es verhielten sich 
die Farbintensitaéten nach den einzelnen Zeiten zueinander wie die an- 
gegebenen Zahlen, wenn die Zahl 50 fiir die nach 10 Minuten langem Er- 
hitzen erreichte Farbintensitaét festgesetzt wurde. 


Verhaltniszahlen fiir die Farbintensitéten nach den angegebenen Zeiten. 





Minuten Erhitzungsdauer: 5 10 15 20 25 30 
Glucoselésung ..... 35 50 60 69 = 79 
EiweiBlisung. ..... {| 42 50 — 57 -- 57 


Wie aus dieser Tabelle zu ersehen ist, wird die Konstanz der Farb- 
intensitat beim Eiwei viel schneller erreicht als beim Zucker. AuBerdem 
war zu erwarten, daB wir bei verschiedener Erhitzungsdauer auch ver- 
schiedene Zuckerwerte fiir eine unbekannte EiweiBlésung finden wiirden. 
Die folgenden Versuche bestitigten dies: 

In der Tabetle bedeuten 0,1 bzw. 0,2 mg Glucose in 1 cem Versuchs- 
lésung, 2, bis x, die gesuchten Kohlehydratwerte in Milligramm pro Kubik- 
zentimeter EiweiBlésung und die rechte Seite der Proportion das Verhiltnis 
der Schichthéhen, ausgedriickt in Teilstrichen des Hehnerzylinders. 


5 Minuten 0,2: 2, = 50: 42 x, = 0,168 
10 in 0,2: x, = 50: 39 Xs 0,156 
15 , 0,2:2%,= 50:33 2, = 0,132 


~ 


5 Minuten 0,1: 7, = 36: 50 x, = 0,139 
10 » 0,1: 7, = 32: 50 X_ = 0,156 
15, O,l:%,= 45:50 a, = 0,111 


Wiirde man so lange erhitzen, bis die Reaktion zu Ende ist, d. h. 
Konstanz der Farbintensitat erreicht ist, so ware eine exakte kolorimetrische 
Bestimmung infolge der starken Verfarbung der EiweiBlésung nicht méglich. 
Deshalb wurde die Bestimmung nach 10 Minuten langem Erhitzen der 
konzentrierten Farblésung im Wasserbad ausgefiihrt. Es zeigte sich aber, 
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da8 auBer diesem Nachteil, die Werte an einem Zeitpunkt zu ermitteln, 
der nicht auch das Ende der Reaktion angibt, auch schon bei 10 Minuten 
langem Erhitzen EiweiB- und Zuckerlésung bei der Durchsicht im Hehner- 
zylinder oft in der Farbnuance nicht ganz gleich waren. ‘Der Versuch, 
den Vergleich in dem von Griinhut empfohlenen vierteiligen Koloriskop 
durch Vorschalten der Mi®farbe durchzufiihren, fiihrte zu keinem be- 
friedigenden Ergebnis. Die MiS8farbe wurde durch Erhitzea der Reaktions- 
schwefelsiure mit 1 ccm EiweiB$lésung ohne Reagens erhalten und wurde 
vor die Zuckerlésung geschaltet. Es gelang zwar gut, eine 1%ige Lésung 
von kristallisiertem Kobaltsulfat, die mit der Zuckerlésung ohne Schwierig- 
keit vergleichbar war, auf Glucose zu eichen, aber mit dieser anorganischen 
Standardlésung lieB sich ihrer leuchtenden Farbe wegen neben einer Eiweib- 
lésung im Hehnerzylinder ein exaktes Verhaltnis der Farbintensitaéten 
nicht gewinnen. 

Die als Vergleichslésungen benutzten Glucoselésungen, je 1 cem 
einer 0,01- bis 0,05 % igen Lésung, wurden stets frisch bereitet durch 
Verdiinnen einer konzentrierten Lésung, 1 g Glucose (wasserfrei von 
Kahlbaum) auf 200 oder 300 ccm destillierten Wassers, die mit Thymol 
konserviert war. 


b) Die Orcinreaktion. 


Die quantitative Auswertung der Orcinreaktion von Tollens (6) 
ergab gegeniiber der Thymolreaktion zwei Vorteile: Erstens ist die 
Reaktion nach 10 bis 12 Minuten Erhitzen im Wasserbad zu Ende. 
Zweitens ]aBt sich die Farbe der Orcinlésung besser kolorimetrieren, und 
es ist kein nennenswerter Unterschied in der Nuance der EiweiB- und 
Zuckerlésung. Die konzentrierte Farblésung ist orangerot, bei geringem 
Kohlehydratgehalt und in der Verdiinnung zitronengelb. Die genauere 
Priifung ergab, daB die Versuchsbedingungen der quantitativen Re- 
aktion Molisch auch hier die giinstigste waren: 15ccm Schwefelsaure 
(6 Volumenteile konzentrierter Schwefelsiure und 4 Volumenteile 
destillierten Wassers), 1 ccm Zucker- bzw. EiweiBlésung und 14 ccm 
Orcinlésung. Die Orcinlésung wird hergestellt, indem man 2 g kristalli- 
siertes Orcin (Merck) in 100 ccm verdiinnter Schwefelsiure (1 +- 3) 
auflést. Bei Anwendung von 0,01 bis 0,04° igen Glucoselésungen 
erhilt man auch hier Farblésungen, deren Intensitaét der Zucker- 
konzentration gut proportional geht. 

Die Priifung der Proportionalitétsverhaltnisse ergab die folgenden 
Werte, wobei 0,05 bis 0,4 wieder Milligramm Glucose in 1 ecm Lésung 
und die rechte Seite der Proportion das Verhaltnis der Farbintensititen, 
ausgedriickt in Schichthéhen, d.h. Teilstrichen des Hehnerzylinders, 
bedeuten. 


0,1: 0,05 = 50: 27 
0,2: 0,1 = 50: 27 
0,3:0,2 = 50: 33,5 
0,4:0,3 = 50: 37 
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Theoretisch Genauigkeit hatte man finden miissen: 
0,1: 0,05 = 50: 25 
0,2:0,1 = 50: 25 
0,3:0,2 = 50: 33,3 
0,4:0,3 = 50: 37,5 


Nimmt man statt lecm Zucker- oder EiweiBlésung 1 ccm destil- 
lierten Wassers unter sonst gleichen Versuchsbedingungen, so erhilt 
man eine blaB -gelbgriine Lésung. Eine Lésung mit 0,05 mg Glucose 
in 1 cem gibt eine noch stark zitronengelbe Farbe. Um dieselbe Farbe 
wie bei diesem blinden Versuch zu bekommen, miiBte man eine Lésung 
von einem Gehalt von weniger als 0,01 mg Glucose in 1 cem herstellen. 

Folgende Kohlehydrate, die mit der Orcinprobe in der angegebenen 
Form gepriift wurden, gaben alle positive Reaktionen in 0,025 °,iger 
Lésung: Maltose, Lactose, Livulose, Saccharose, Xylose, Arabinose, 
Stairke und Glykogen. Zu betonen ist, daB bei Glucosaminchlorhydrat 
in 0,025 %,iger Lésung keine Farbung zu bemerken war; die Reaktion 
geht also auf Hexosen und Pentosen, sowie auf die aus ihnen aufgebauten 
Polysaccharide, wahrend der Aminozucker nicht reagiert. Dasselbe 
gilt auch fiir die Reaktion mit Thymol. Dies ist um so bemerkenswerter, 
als ja das Glucosamin hervorragend am Aufbau zahlreicher Eiweib- 
kérper beteiligt ist. AuBerdem wurden noch folgende, nicht zur Gruppe 
der Kohlehydrate gehérige chemische Kérper untersucht, und zwar 
unter den angegebenen Versuchsbedingungen: Wasserige Liésungen 
von Milchsiure (0,03 °% ig), Weinsiure (0,03 °,ig), Aceton (0,1 ° ig), 
Formaldehyd (0,03 °,ig und 0,3 °,ig) und Benzaldehyd (0,15 °, ig) gaben 
mit Thymol negative Reaktionen. Benzaldehyd (0,15 ig) und Form- 
aldehyd (0,03 °,ig) liefern mit Orcin denselben Farbstoff wie Zucker. 
Formaldehyd (0,3°,ig) gibt mit Orcin einen rotbraunen Niederschlag, 
wihrend die iibrigen Kérper (Milchsiure, Weinsiure und Aceton) auch 
mit Orcin nicht ragieren. 

Bemerkenswert ist, da®B Glucose, die einer 0,5 °,igen Caseinlésung 
zugegeben wurde, quantitativ mit unserer Methode wiedergefunden 
werden konnte. 


Es sei an dieser Stelle noch einmal kurz die Ausfiihrung der 
Reaktion beschrieben: Auf zweimal liccm Schwefelsiure (9 -+- 6) 
werden in einem dickwandigen Réhrchen je \ ccm 2° ,ige Orcinlisung 
gegeben. Dazu kommt in das eine Réhrchen 1 cem Glucoselésung von 
bekannter Konzentration, in das zweite 1 com von der Lésung oder halt- 
baren feinen Suspension des zu priifenden Eiweibkirpers. Man schiittelt 
gut durch, markiert sich die Réhrchen und stellt sie 10 bis 12 Minuten 
ins lebhaft siedende Wasserbad. Dann nimmt man die Réhrchen mit 
der konzentrierten Farblésung heraus und fiillt, nachdem sich die Réhrchen 
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an der Luft auf Handwarme abgekiihlt haben, in die Hehnerzylinder um. 
Man ergéinzt beide Fliissigkeiten mit der Reaktionsschwefelsiiure bis zur 
Marke 50 oder 100 und sorgt durch Mischen fiir gleichmépBige Verteilung 
des Farbstoffs. Von der stirker gefarbten Lésung wird nun so viel Fliissig- 
keit abgelassen, daB beide in der Durchsicht gleich stark gefarbt erscheinen, 
und ermittelt auf diese Weise das Verhiltnis der Farbintensitdten. Die 
gefundenen Kohlehydratwerte in der zu untersuchenden Hiweiflisung 
wurden als Glucose berechnet. Zur Kontrolle wurde oft mit zwei verschiedenen 
Zuckerkonzentrationen der Vergleich ausgefiihrt. 


2. Anwendung der quantitativen Reaktionen von Molisch und Tollens 
auf verschiedene Proteine der Nahrungsmittel. 

Ehe wir zur Untersuchung der einzelnen Proteine iibergehen, mu8 
noch etwas tiber die Bedingungen erwaihnt werden, die das zu unter- 
suchende Eiwei® erfiillen mu8, um eine exakte kolorimetrische Be- 
stimmung zu erméglichen. Das EiweiB darf nicht irgendwie gefarbt 
sein; die Reaktion wird mit der alkalischen Lésung des Proteins aus- 
gefiihrt. Es gelingt, mit etwa 0,5 °%,iger Alkalilauge eine Lésung oder 
haltbare Suspension zu erhalten. Verwandt wurden Fliissigkeiten mit 
0,3 bis 1,5°, Stickstoffsubstanz, deren Gehalt durch Multiplikation des 
nach Kjeldahl ermittelten Stickstoffs mit dem Faktor 6,25 gefunden 
wurde. Wir haben bei den einzelnen Proteinen auf die Anwendung 
des speziellen genauen Faktors verzichtet. weil die dadurch bedingten 
Anderungen im Kohlehydratgehalt unbedeutend sind. Die Farben 
waren um so ahnlicher der Zuckerfarbe, je diinner die EiweiSlésung 
gewahlt werden konnte. Demnach war die Bestimmung niedriger 
Zuckergehalte im EiweiS durch Verfairbungen am meisten gehindert. 
Auch ist eine méglichst fettfreie EiweiSlésung zur Bestimmung not- 
wendig. 

Die quantitative Bestimmung von Kohlehydrat im Eiwei kann 
nur dann verlaéBliche Werte liefern, wenn die zur Reinigung des Eiweibes 
angewandten Verfahren eine Befreiung von beigemengtem Zucker garan- 
tieren. Zur Reinigung eines EiweiBes von beigemengtem Zucker sind in 
der Literatur verschiedene Verfahren beschrieben. 1. Einfaches Auskochen 
des EiweiBes mit der zehnfachen Menge destillierten Wassers, 2. Auswaschen 
mit heiBem Wasser, dann Auspressen, feines Zerreiben und noch einmal 
Auskochen und Auswaschen. 3. Die Dialyse gegen reines Wasser durch 
Pergamentpapier. Zur Darstellung von zuckerfreiem Casein nach Ab- 
derhaldens Handbuch wird das EiweiB nach der ersten Fallung mit Eisessig 
in 2%iger Ammoniaklésung gelést und das Casein-Ammonium mit Séure 
wieder koaguliert. Dieses Verfahren wird dann noch zweimal wiederholt. 
Wir haben nach dieser Methode mehrmals ein nahezu zuckerfreies Produkt 
erhalten. Das Umfillen eines Proteins, das wir als Reinigungsoperation 
oft ausgefiihrt haben, geschah folgendermaBen: Die Aufschwemmung 
des Eiwei8kérpers in Wasser wurde mit so viel 10%iger Natronlauge versetzt, 
als zur Lésung gerade notwendig war. Hierbei wurde meist etwa 1 ccm 
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auf 100cem Fliissigkeit verbraucht; bei héheren Eiwei8konzentrationen 
war manchmal eine gréBere Menge 10%iger Lauge nétig, jedoch nicht 
mehr als 5cem auf 100cem Lésung. Aus der durch Glaswolle filtrierten 
alkalischen Lésung wurde dann das Eiweifs mit der gerade dazu nétigen 
Menge dimner Saure, wenn n6étig unter Kochsalzzusatz wieder ausgeflockt 
und von der Fliissigkeit durch Zentrifugieren getrennt. In den Tabellen 
bezieht sich die Notiz ,,umgefallt* immer auf dieses Verfahren. Bei mehreren 
Versuchen wurden auch EiweiSkérper durch Auswaschen mit Wasser 
oder diner Séure und durch 5 Minuten langes Auskochen mit Wasser 
oder 1%iger Saure gereinigt. 


a) Proteine der Leguminosen. 
a) Sojabohne. 

45 g gemahlener Sojabohnen wurden mit 225 cem 5 °,iger Natrium- 
phosphatlésung extrahiert, der Extrakt vom Ungelésten abzentri- 
fugiert, die durch Glaswolle filtrierte Lésung mit etwas Saure gefillt 
und der EiweiBniederschlag wieder abzentrifugiert. Des hohen Fett- 
gehaltes der Bohnen wegen mu8 das EiweiB vor der Bestimmung mit 
Alkohol entwassert und mit Ather entfettet werden. Das vom Ather 
befreite Eiweif wurde durch 5 Minuten langes Kochen in Wasser noch 
einmal gereinigt. Das reine Eiwei8 wurde dann mit wenig Lauge (etwa 
15 Tropfen 10°.iger Natronlauge auf 150ccm Lésung) suspendiert. 
20cem dieser EjiweiBsuspension wurden zur Stickstoffbestimmung 
nach Kjeldahl benutzt, die einen EiweiBgehalt (Stickstoffsubstanz) von 
0,86 °,, ergab. Als kolorimetrische Vergleichslésung wurde eine solche 
mit 0,3 mg Glucose in 1 cem Wasser benutzt und zusammen mit 1 ccm 
EiweiBlésung die Reaktion nach Vorschrift ausgefiihrt. Die Eiweib- 
lésung war in diesem Falle starker gefirbt. Sie muBte vom Teilstrich 
50 bis 32 des Hehnerzylinders abgelassen werden, um mit der Zucker- 
lisung farbgleich zu werden. Zwei Versuche ergaben hier tiberein- 
stimmend: 0,3: 2 = 32:50, wobei 0,3 mg Glucose in einem Kubik- 
zentimeter Lésung, 2 die gesuchte Zuckermenge in der Eiwei8suspension 
in Milligrammen pro Kubikzentimeter und die rechte Seite der Pro- 
portion das Verhaltnis der Farbintensitaiten bedeutet. Man erhalt fiir 
x hier 0,47 mg. Der auf 100 g Stickstoffsubstanz umgerechnete Kohle- 
hydratgehalt betragt also hier 5,5 g. 

In einem zweiten Versuch wurde das wie oben fettfrei dargestellte 
Sojabohneneiwei8 einmal 5 Minuten mit Wasser ausgekocht. Die Be- 
stimmung ergab 8,8°, Kohlehydrat als Glucose. Wir erhielten beim 
dritten Versuch, wenn wir vor der Salzextraktion die gemahlenen Bohnen 
einmal mit warmem Wasser auswuschen einen Wert von 8,9°%,. Als 
wir als Reinigungsoperation viermaliges Auswaschen mit angesiuertem 
Wasser beim entfetteten Eiwei8 anwandten, ergab ein neuer Versuch 
9,1°, Kohlehydrat. Diese drei letzten Versuche zeigten demnach gute 
Ubereinstimmung. 
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Dann wurde noch ein Reihenversuch ausgefiihrt, wobei das ent- 
fettete EiweiB wiederholt in Alkali gelést und mit Saure wieder gefillt 
wurde. Nach jeder Fallung wurde eine Bestimmung ausgefiihrt. Wir 
erhielten nach der ersten Fallung 19,7 °,,, nach der zweiten 9,7 °/,, nach 
der dritten 8,5°, und nach der vierten 7,7°, Kohlehydrat. In der 
Annahme, daB diese Reinigung vielleicht noch nicht griindlich genug 
sei, wurde, wie oben beschrieben, das entfettete Glycinin gleich fiinfmal 
hintereinander umgefallt. Erst der fiinfte Eiwei8niederschlag wurde 
zur Bestimmung benutzt. Bei 0,63 °, Stickstoffsubstanz in der Lésung 
ergab sich ein Kohlehydratgehalt von 5,2 °%,. Bei der sechsten Fallung 
erhielten wir 5,1 °. 

Trotzdem es sich hier um cin starkefreies Ausgangsmateria] handelt, 
ist os nicht leicht, zu einem eindeutigen Wert zu kommen. Der ge- 
fundene Kohlehydratgehalt ist abhangig von der Art der vor- 
angegangenen Behandlung. Dabei ist schwer zu unterscheiden, wie- 
weit bei den héheren Werten beigemengtes Kohlehydrat aus dem 
Ausgangsmaterial beteiligt ist. Etwa 5°, Kohlehydrat kann wohl 
als fester gebunden bezeichnet werden. Samtliche Versuche sind mit 
Orcin als Reagenz angestellt. 


£) Bohnen (Phaseolus). 


150 g der gemahlenen Samen wurden eine Viertelstunde mit 400 ccm 
10 °%iger Kochsalzlésung unter Schiitteln extrahiert; der Extrakt 
vom Ungelésten abzentrifugiert; die durch Glaswolle filtrierte Lésung 
mit etwas Salzsaure gefallt und danr das Eiwei8 wieder von der Fliissig- 
keit abzentrifugiert. Dieses EiweiB diente dann fiir die folgenden Ver- 
suche als Ausgangsmaterial. In der nachstehenden Tabelle sind die 
bei verschiedenen Reinigungsverfahren erhaltenen Kohlehydratgehalte 
aufgefiihrt : 





. | || Kohlehydrat- 
7 Behandlungsweise gehalt Reagens 
} i] O° 





1 | Mehrmals wie oben beschrieben um- 
gefallt. 
Dabei enthielt: 1. Niederschlag 
2. n 
4. . 
5. Ka 
2 Fiinfmal hintereinander gefallt wie bei 1., 
5. Niederschlag 
Wieder umgefiallt, 6. Niederschlag 
3 Auskochen mit 1% iger Schwefelsaure 
Dasselbe noch einmal wiederholt 
4 Auskochen mit Wasser 
Dasselbe noch einmal wiederholt 
Dasselbe zum zweitenmal wiederholt 
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Wir konnten also Werte zwischen 5,6 und 5,9°, auf verschiedene 
Weise reproduzieren. Beim ersten Versuch bekamen wir allerdings 
auch niedrigere Werte. Dabei kommt es, wie der zweite Versuch zeigt, 
weniger auf die Anzah] der Umfallungen als auf die Dauer der Lauge- 
einwirkung an. Davon wird spater noch naher die Rede sein. 


) y) Linsen. 
‘ Das Eiwei8 wurde genau wie bei den Bohnen isoliert. Uber die 


Art und Ergebnisse der angestellten Versuche gibt die nachfolgende 
Tabelle AufschluB : 





Versuch Kohlehydrat- 


Nr. Behandlungsweise gehalt Reagens 
e 0 

1 Mehrmals umgefallt, dabei enthielt: 
1. Niederschlag 5,9 
. 3 20 || 

2 Fiinfmal wiederholte Umfillung Orein 
5. Niederschlag 2,3 | 

3 Einmal mit Wasser 5 Min. ausgekocht 2,1 


Hier ergab sich mit guter Ubereinstimmung fiir das festgebundene 
Kohlehydrat 2,0 bis 2,3 %. 


6) Erbsen. 


Das EiweiB wurde wie bei den Bohnen und Linsen isoliert. Eine 
Ubersicht iiber unsere Versuche gibt die Tabelle: 








Kohlehydrat- 














— Behandlungsweise gehalt Reagens 
0 0 
1 Mehrmaliges Umfillen, 
dabei enthielt: 1. Niederschlag 4,3 
2. - 3,0 
4. 1,8 
2 Fanfmal hintereinander gefiallt, 
5. Niederschlag 1,4 Orcin 
Wieder umgefallt, 6. Niederschlag 1,2 sg 
3 In destilliertem Wasser suspendiert, das 
Eiwei$ abzentrifugiert und die Wasch- 
fliissigkeit entfernt; dieses Auswaschen : 
fiinfmal wiederholt 1,9 


b) Weizenproteine. 
a) Glutenin. 
100 g Meh] werden mit 400 cem 70 °,igem Alkohol, der 0,2 bis 0,3 °%, 
Alkalilauge enthalt, 3 Stunden lang auf der Schiittelmaschine ge- 
schiittelt und hierauf die triibe Léisung von der Starke durch Zentri- 
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fugieren getrennt. Der alkalisch-alkoholische Auszug wird mit Kohlen- 
siure gesittigt; dann fallt in der Hauptsache Glutenin aus, das Gliadin 
bleibt gelést. Das Glutenin kann mit der Zentrifuge ausgeschleudert 
werden und wird durch Auswaschen mit 70 °,igem Alkohol noch einmal 
gereinigt (Darstellung nach Fleurent). Die verschiedenen Versuche 
mit Glutenin brachten folgende Ergebnisse : 














. Kohlehydrat- 
V = Behandlungsweise gehalt Reagens 
%lo 
1 Kinmaliges Umfallen 4 
2 | Dreimaliges Umfillen im 3. Niederschlag | 8 
3 Einmaliges Auskochen mit Wasser 3 
4 Einmaliges Umfallen und zweimaliges Orci 
38 rein 


or 


| Dreimal Umfallen und einmal Auskochen 
mit Wasser 

6 Zweimal gefallt, im 2. Niederschlag 
7 Zweimaliges Umfillen im 2. Niederschlag 10, 


1 
4 
1 





9 
7 
8 
Auskochen mit Wasser 2 
3 
2 
0 


Thymol 


Die Versuche Nr. 4, 5 und 6 sind mit einem anderen Meh! angestellt 
als die vorangegangenen. Es handelt sich hier um ein EiweiB, bei dem 
das Kohlehydrat offenbar sehr leicht abspaltbar ist. 

Aus Kleber nach Abderhaldens Handbuch der biologischen Arbeits- 
methoden (Abteilung I, Teil 8, Seite 445) erhielten wir zwei Glutenine, 
die nach der ersten Fallung wieder gelést 7,9 und 8,0 °%, Kohlehydrat, 
mit Thymol bestimmt, enthielten. 


8B) Gliadin. 


Die bei der Glutenindarstellung nach Flewrent nach der Kohlen- 
saurefallung zuriickbleibende klare Lésung wurde mit Saure neutralisiert 
und langsam in das vierfache Volumen eisgekiihlter 1 °,iger Kochsalz- 
lésung eingegossen. Dann wurde der Niederschlag absitzen gelassen, 
die Fallungsfliissigkeit abgegossen, das Eiwei8 abzentrifugiert und mit 
Wasser nachgewaschen. 

Ein so dargestelltes Gliadin enthielt 0,74°, Kohlehydrat (mit 
Orein bestimmt). Zwei aus Kleber nach Abderhaldens Handbuch 
(Abteilung I, Teil 8, Seite 438) hergestellte Gliadine enthielten beide 
0,6°%, Kohlehydrat (mit Thymol bestimmt). 

Nach der Methode von Jariwala (Dissertation Frankfurt 1927) erhalt 
man das Gliadin ohne Alkalibehandlung. Wir haben bei zwei ver- 
schiedenen Mehlen die auf diese Weise dargestellten Gliadine unter- 
sucht und sind hier zu héheren Werten gekommen als bei mit Alkali 
behandelten Mehlen, und zwar zu 3,5 und 3,9°,. Bei der Darstellung 
wird dieses Gliadin durch zwei- bis dreimaliges Umfallen aus alko- 
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holischer Lésung gereinigt. Es ist nicht anzunehmen, daB es noch 
durch beigelegten Zucker verunreinigt ist. 

Das Gliadin mit 3,9°, Zucker haben wir noch zweimal aus 
wisserigem Alkali, wie oben beschrieben umgefillt. Es hatte nach 
der ersten Umfallung 2,8 °, nach der zweiten noch 0,7 °, Kohlehydrat. 


y) Wasserlésliches Protein. 


50 g Mehl wurden mit 250 ccm destilliertem Wasser eine halbe 
Stunde auf der Maschine geschiittelt und Fliissigkeit und Bodensatz 
durch Zentrifugieren getrennt. Aus der filtrierten Lésung wird durch 
Aufkochen unter Kochsalzzugabe das Eiweif koaguliert und dann 
ausgewaschen. 

Zwei Versuche bei derselben Mehlprobe ergaben mit guter Uber- 
einstimmung einen Gehalt von 2,5 bzw. 2,6°%, Koblehydrat, beides 
mit Orcin bestimmt. 

c) Roggenproteine. 
a) Glutenin. 

Es wurde nach Fleurent dargestellt. Die bei den Gluteninen ver- 
schiedener Roggenmehle gefundenen Kohlehydratgehalte sind, wie die 
Tabelle zeigt, sehr unregelmabig: 





1 T 
Kohlehydrat- 





v _—- Behandlungsweise gehalt Reagens 
ele 
1 Zweimal umgefallt, im 2. Niederschlag 11,9 T 
2 Ebenso behandelt 11,6 _ 
3 Einmal mit Wasser ausgekocht 11,2 
4 Dreimal umgefallt, im 3. Niederschlag 5,7 
5 Einmal gefallt 8,4 
6 8.6 Orcin 


” ” 
Nach eintagigem Stehen unter kon- 
serviertem Wasser enthalt dasselbe 

Eiweib 9.0 





B) Gliadin. 

Ein Gliadin, das aus dem klaren Filtrat von der Glutenindarstellung 
nach Fleurent gewonnen wurde, enthielt 1,3°/, Kohlehydrat mit Orcin 
ermittelt, ein zweites mit Thymol] bestimmt 1,2°,,. Dagegen bekamen 
wir bei einem Gliadin, das nach Jariwala dargestellt war, einen Kohle- 
hydratgehalt von 3,2 °%, (Orcin). 


y) Wasserlésliches Protein. 
Das genau wie beim Weizen gewonnene Protein wurde in zwei 
Versuchen bei derselben Mehlprobe untersucht. Es ergab sich 2,6 
bzw. 2,3°% Kohlehydrat, mit Orcin bestimmt. 





| 
! 
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d) Proteine des Hithnereies. 
a) Vollei. 

Der Kohlehydratgehalt der Gesamtproteine des Hiihnereis wurde 
in zwei Versuchen ermittelt. Nach dem Krause-Verfahren hergestelltes 
Trockenvollei in Pulverform wurde sorgfaltig mit Ather entfarbt und 
entfettet. In der alkalischen Lésung des farblosen Produkts ermittelten 
wir 8,5°, Kohlehydrat. Zu demselben Resultat kamen wir bei selbst 
hergestelltem Trockenei. Dieses wurde durch Trocknen der Eimasse 
mit Seesand und sorgfiltiges Entfetten und Entfarben mit Ather ge- 
wonnen. Beide Ergebnisse sind mit Thymol ermittelt. 


6) Proteine des Eiklars. 
Zunachst wurde das Gesamtprotein des Eiklars auf seinen Kohle- 
hydratgehalt gepriift. Hierbei wurden, wie die Tabelle zeigt, gut iiber- 
einstimmende Werte gefunden. 





Kohlehydrat- 








’ — H Behandlungsweise gehalt Reagens 
bd 0 

1 | Frische, zahfliissige Masse des Eiklars 

enthalt auf N-Substanz berechnet 16,2 |  Thymol 
2 Die feste, durch Kochen koagulierte 

Masse 16,7 ‘ 

3 Wie 1 16,7 Orcin 
4 Wie 1 16,7 Thymol 


Es handelte sich hierbei um vier verschiedene Eier. 

Das mit Alkohol koagulierte EiweiB des Eiklars enthielt nach 
zwei Versuchen an verschiedenen Produkten jedesmal 9,9°,, Kohle- 
hydrat (Thymol). Dieser geringe Wert ist so zu erklaren, daB die nach 
Kénig im Eiklar vorhandenen geringen freien Zuckermengen nun nicht 
mehr gefunden werden. Im Jahre 1925 hat G. B. Zanda (8) diesen Zucker 
durch Extraktion des koagulierten und Dialyse des genuinen Eier- 
eiweiBes erhalten. Er ist der Meinung, daB es sich um Lactose handelt, 
denn der Zucker war nicht vergarbar und reduzierte essigsaure Kupfer- 
acetatlésung nicht. Auch die Osazonprobe fiel in diesem Sinne aus. 

Dann wurde das Mukoid des Eiklars untersucht. Es wird ge- 
wonnen, indem man das iibrige EiweiB bei Siedetemperatur mit Essig- 
siure fallt und aus dem Filtrat mit Alkohol das Mukoid ausgeflockt 
[Hammarsten (2)]. Es enthielt 7,4 °%, Kohlehydrat mit Thymol bestimmt. 
Seemann und Zanetti (9) geben einen Glucosamingehalt von 34,9 °, an. 
Unser niedriger Wert ist wohl dadurch erklirlich, daB das Orcin und 
Thymol mit dem Glucosamin nicht reagieren. Es handelt sich also 
bei unserem Werte nur um stickstofffreien Zucker. 
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Das Ovalbumin macht etwa 50°, der Proteine des Eiklars aus. 
Dieser EiweiSkérper wurde nach Hopkins und Pinkus dargestellt 
(Abderhaldens Handbuch, Abteilung I, Teil 8, Seite 496). 


Dieses sogenannte Saureverfahren wird so ausgefiihrt, daB man 
zuerst das Globulin aus der verdiinnten Eiklarlésung mit dem gleichen 
Volumen konzentrierter Ammonsulfatlésung abscheidet. Dann gibt 
man zum Filtrat so viel Ammonsulfatlésung, bis ein Niederschlag ent- 
steht, verdiinnt mit Wasser, bis er eben verschwindet, und setzt dann 
tropfenweise 10°, ige Essigsdure bis zur deutlichen Abscheidung des 
Albumins zu. Bei diesem Praparat wurden die folgenden Werte ge- 
funden: 





Kohlehydrat- 





N = Behandlungsweise gehalt . Reagens 
1 Nicht behandelt 5,8 | 
2 Dasselbe Praparat, einmal umgefallt 3,4 + Thymol 
3 Neues Priparat, einmal umgefillt 3,7 


Die beiden letzten Werte sind, wie spater naher ausgefiihrt wird, 
gut reproduzierbar. Auch sei hier auf die Resultate von Jzwmi (10) 
verwiesen. 


y) Protein des Eidotters. 


Der Eidotter, der sich am besten beim hartgekochten Ei von dem 
koagulierten Eiklar trennen ]4Bt, wurde mit Seesand gemischt und 
getrocknet und dann im Sorhletapparat zur sorgfaltigen Entfernung 
von Fett und Lipoiden (Cholesterin, Lecithin, Lutein) so lange mit 
Ather extrahiert, bis ein farbloses Eiwei8 resultierte (5 bis 6 Stunden). 
Nachdem aller Ather verdunstet war, wurde das Praparat in diinner 
Lauge gelést. Es waren folgende Resultate zu verzeichnen: 





Kohlehydrat- 


V ss Behandlungsweise gehalt Reagens 
0 
1 Nicht bebandelt 6,4 | 
2 Nicht behandelt, neues Praparat 6,6 Thymol 
3 . ° anderes Priiparat 5,6 | J 
Dasselbe Praparat einmal umgefallt 4.5 
4 Nicht behandelt, neues Praparat 6,2 | 
Dasselbe Praparat einmal umgefiallt 49 Orcin 
Dasselbe Praparat zweimal umgefallt, im 
zweiten Niederschlag 3,3 


Man sieht, daB auch hier beim Umfillen der Wert abnimmt. 


Biechemische Zeitschrift Band 215. 4 
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e) Proteine der Kuhmilch. 
a) Casein. 


Nach der Literatur soll Casein kein Kohlehydrat enthalten. Nach 
Danilewski und Radenhausen dargestelltes Casein (Abderhaldens Hand- 
buch, Abteilung I, Teil 8, Seite 504) gab noch schwache aber deutliche 
Reaktion. Es wurde dargestellt durch Fallung aus fiinffach verdiinnter 
Magermilch mit wenig Eisessig in der Kalte. Das abfiltrierte EiweiB 
wurde in 2°, igem Ammoniak gelést und aus der Lésung mit Eisessig 
wieder abgeschieden. Das Umfallen wurde noch zweimal wiederholt, 
dann die letzte Fallung gut mit Wasser ausgewaschen, mit Alkohol 
entwassert und mit Ather entfettet. Bei der Untersuchung von ver- 
schiedenen Caseinen erhielten wir folgende Werte: 





Kohlehydrat- 


—— Behandlungsweise gehalt Reagens 
0 
1 Nach dreimaligem Umfillen bei der 
Darstellung 0,89 Thymol 
Dasselbe Praparat zum 4. Male gefailt 0,36 = 
2 Neues Praparat nach dreimaligem Um- 
fallen bei der Darstellung 0,55 Orcin 


B) Albumin und Globulin. 
Die durch Aufkochen der Molken gewonnenen und sorgfaltig aus- 
gewaschenen EiweiSkérper wurden in drei Versuchen auf Kohlehydrat 
gepriift : 





“eect? Kohlehydrat- 
’ han ? Behandlungsweise — Reagens 
io 
1 Nicht behandelt 1,3 | 
2 ss a 1,5 Orcin 
3 Dasselbe Praparat einmal umgefiallt 1,4 | 


f) Proteine der Ziegenmilch. 
a) Casein. 


Das in entsprechender Weise wie bei der Kuhmilch dargestellte 
Ziegenmilch-Casein enthielt 0,73 °, Kohlehydrat. 


8) Albumin und Globulin. 


Diese Proteine wurden durch Aufkochen der klaren Molken und 
sorgfailtiges Auswaschen des Niederschlages gewonnen. Es ergab sich 
ein Kohlehydratgehalt von 3,45 °%. 
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g) Gelatine. 

Zwei Proben von kiuflicher weiBer Plattengelatine ergaben 1,1 °/, 
Kohlehydrat; eine Probe von Merckscher ,,Gelatina sterilisata pro 
injectione 1,7°%. Alle drei Versuche sind mit Thymol als Reagenz 
ausgefiihrt. Der Kohlehydratgehalt der Gelatine ist wohl auf die Bei- 
mengung eines Mucoids zuriickzufiihren. 


h) Fleischproteine. 

Bei dem charakteristischen Unterschied, den Pferde- und Rind- 
fleisch in bezug auf den Glykogengehalt aufweisen, konnte es méglich 
sein, daB sich vielleicht im Kohlehydratgehalt der genannten Fleisch- 
arten dieser Unterschied in ahnlichem Verhaltnis wiederfinden wiirde. 


a) Muskelfleisch des Rindes. 

Das fein gemahlene Fleisch wurde in strémendem Wasser wei’ 
gewaschen und in der Warme vollkommen in n/10 Natronlauge gelést. 
Es enthielt 0,49 °, Kohlehydrat. 

Gab man zu dem weiBgewaschenen Fleisch n/20 Natronlauge, 
lieB iiber Nacht im Eisschrank stehen und trennte die Lésung vom 
ungelésten Anteil, so erhielt man in der Lésung Eiweif8kérper mit 
einem Kohlehydratgehalt von 0,54 °,. 

B) Muskelfleisch des Pferdes. 


Die Untersuchung des gesamten, von Blut befreiten Muskelfleisches, 
das durch Erwairmen in n/10 Natronlauge gelést war, ergab 0,87 %, 
Kohlehydrat. 

Der wie beim Rindfleisch dargestellte, in n/20 Lauge kaltlésliche 
Anteil enthielt 0,55 %, 


y) Muskelfleisch des Schweines. 

Die Untersuchung des gesamtep, von Blut befreiten Muskelfleisches, 
in n/10 Lauge warm gelést, ergab 0,65°, Kohlehydrat. 

Der wie oben dargestellte, in n/20 Lauge kaltlésliche Anteil hatte 
0,49°, Zucker. 

Es lieBen sich also im Muskelfleisch von Rind, Pferd und Schwein 
nur sehr kleine Kohlehydratmengen nachweisen, die auch untereinander 
kaum voneinander abweichen. 


i) Wédsserige Extrakte aus rohem Fleisch. 
a) Extraktionsversuche beim Rindfleisch. 
30 g feingemahlenes mageres Fleisch wurden mit 300ccm de- 
stilliertem Wasser versetzt und eine halbe Stunde auf der Schiittel- 
4* 
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maschine geschiittelt. Dann wurde die Flissigkeit abfiltriert und das 
Filtrat durch kurzes Aufkochen mit dialysierter Eisenoxydlésung 
(5cem auf 200 ccm Filtrat) entfarbt und von Fett und EiweiS befreit. 
Die nun wieder vom Niederschlag getrennte Fliissigkeit ist wasserklar. 
Die Bestimmung des Kohlehydratgehalts dieses Serums ergab 14,4 mg 
Kohlehydrat auf 100 ccm Serum oder 10g Fleisch. Dieser Wert gilt 
fiir die Extraktion mit kaltem Wasser. Der Wert fiir die entsprechend 
mit heiBem Wasser ausgefiihrte Extraktion ist 31 mg Glucose, das ist 
also auch hier die aus 10g Fleisch extrahierbare Menge. 


f) Extraktionsversuche beim Pferdefleisch. 


Der wie eben beschrieben kalt hergestellte wisserige Extrakt 
enthielt hier 40 mg Glucose auf 100 ccm Serum oder 10 g Fleisch. Die 
aus 10g Fleisch heiB extrahierbare Kohlehydratmenge betrug 102 mg. 


y) Extraktionsversuche beim Schweinefleisch. 


Das wiisserige Serum, in derselben Weise durch kalte Extraktion 
erhalten, enthielt 185 bzw. 167 mg-°, Kohlehydrat; das durch heiBe 
Extraktion erhaltene 148 mg-°%. 


Hieraus ist ersichtlich, daB bei erhéhter Temperatur mehr Kohle- 
hydrat aus rohem Rindfleisch und Pferdefleisch durch Wasser ausgelaugt 
werden kénnen. Bei Schweinefleisch ist dies, wie das Versuchsergebnis 
zeigt, nicht méglich gewesen. 


Beythien stellt in seinem ,,Handbuch der Nahrungsmittelunter- 
suchung‘‘ (Verlag von Chr. Herm. Tauchnitz, Leipzig 1914, I. Band) 
fest, daB der Glykogengehalt des Fleisches vom Rind, Kalb und Schwein 
von verschiedenen Forschern sehr schwankend bei verschiedenen 
Tieren derselben Gattung gefunden wurde. Es kamen auch beim Rind- 
fleisch Glykogengehalte von mehr als 1°, vor. Nach den griindlichen 
Arbeiten von Max Martin (Beythien, a.a.O.) jedoch bewegt sich der 
Glykogengehalt im Muskelfleisch des Rindes, Kalbes und Schweines 
zwischen 0,03 und 0,54°%, ist also relativ gering. Die Grenzzahlen 
beim Muskelfleisch des Pferdes sind 0,67 °, nach unten und 1,63 °, nach 
oben, der Glykogengehalt ist also wesentlich héher. Somit ist wohl 
anzunehmen, daB bei unseren Extraktionsversuchen mit heiBem Wasser 
ein groBer Teil des Glykogens ausgelaugt wird. (Gefunden 0,31 °%, beim 
Rindfleisch, 1,02 °%%, beim Pferdefleisch.) Die Werte liegen also in dem 
oben angegebenen Konzentrationsbereich. Zur Glykogenbestimmung 
in Rohfleisch kann demnach dieses Verfahren mit Erfolg herangezogen 
werden. 
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8. Uber die Art der Bindung des Kohlehydrats in EiweiSkérpern, die nicht 
zu den Glykoproteiden gehiren. 


Bei der Priifung der im vorhergehenden Abschnitt erhaltenen 
Werte mu8 vor allem auffallen, daB fiir ein und denselben Eiwei8kérper 
oder fiir ein und dasselbe Gemisch von EiweiBkérpern teilweise sehr 
stark voneinander abweichende Kohlehydratgehalte gefunden wurden. 
Die Schwankungen waren offensichtlich abhangig von der Art der 
Reinigung, welcher der aus dem Ausgangsmaterial isolierte Eiweib- 
kérper unterworfen wurde. Besonders auffallend sind hierbei die 
Anderungen im Zuckergehalt, die bei der Einwirkung von Alkali auf 
das Eiwei8 zu bemerken waren. Dariiber wird spater noch genauer 
die Rede sein. 


Auch in der Literatur sind Angaben vorhanden, bei denen die Autoren 
den Kohlehydratgehalt eines EiweiSkérpers als nicht konstant erkannt 
hatten. Zundachst ist, wie einwandfrei feststeht, die quantitative Ausbeute 
an reduzierender Substanz, die bei der Saéurehydrolyse eines Proteins 
erhalten wird, weitgehend abhingig von der Konzentration der Séure 
und der Dauer ihrer Einwirkung. Zu vergleichende quantitative Ergebnisse 
liegen in erster Linie beim Eieralbumin vor: Langstein (11) fand nach 
Friedrich Miillers Methode titrimetrisch mit Fehlingscher Lésung 10 bis 
11% reduzierende Substanz. Im Konalbumin, der nicht kristallisierenden 
Fraktion des Ovalbumins, fand er 8,43°% Glucosamin. Seemann (11) erhielt 
das Optimum an reduzierender Substanz zu 9% bei vierstiindigem Er- 
hitzen mit etwa 3%iger Salzsiure. Osborne und Campbell (11) erhielten 
aus kristallisiertem Ovalbumin Osazonmengen, die einen Kohlehydrat- 
gehalt von 3 bis 5% annehmen lassen. Jzumi (10) fand rund 3,5% redu- 
zierende Substanz. Dann konnte aber Osborne (12) durch wiederholtes 
Umkristallisieren den Kohlehydratgehalt des. Ovalbumins auf 1,23% 
herabsetzen. Nach solchen Ergebnissen ist wohl die Frage angebracht: 
Handelt es sich bei der Kohlehydratgruppe im Eiwei8 um strukturchemisch 
gebundenen Zucker oder kommt eine lockere Bindung in Frage, die bei 
der chemischen Struktur des EiweiBmolekiils méglich ware? AuBerdem 
kommt noch die mechanische Beimengung und die Adsorption von Kohle- 
hydrat an das Eiwei®B als neue Méglichkeit in Frage. Es kommt sicher 
vor, da Zucker, gemeint ist hier nur stickstofffreier Zucker, struktur- 
chemisch eingebaut ist. Zu erwahnen ist hier die Arbeit von Frankel und 
Jellinek (13), die schon vorher naéher beschrieben ist, und die von Neuberg 
und Kossel (1) iiber in den Spaltungsprodukten von verschiedenen Nuclein- 
sduren gefundenen Zucker. Von neueren Arbeiten, die zu der Frage Stellung 
nehmen, ob eine lockere Bindung zwischen Eiwei8 und Zucker méglich 
ist, seien hier drei Versuche angefiihrt, die sich die Darstellung von Konden- 
saten zwischen Aminoséuren bzw. Proteinen und Kohlehydrat zum Ziele 
gesetzt hatten. H.v. Euler, E. Brunius und K. Josephson (14) berichten 
iiber eine Reaktion zwischen Glucose und Glykokoll in alkalischem Medium, 
die sie durch die Anderung der polarimetrischen Drehung und der Gefrier- 
punktserniedrigung nachwiesen. Es konnte von diesen Autoren gezeigt 

(Na . Glykokollat — Glucose) 





werden, daB das Gleichgewicht , sich mit 


(Na . Glykokollat) . (Glucose) 
meBbarer Geschwindigkeit einstellt und daB es umkehrbar ist, d.h., daB 
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die Verbindung sich in saurer Lésung wieder langsam spaltet. Besonders 
aber wurde nachgewiesen, daB der Grad der Abnahme der freien Glucose 
mit dem Grad der Abnahme der freien Aminosiure bzw. deren Na-Salz in 
Ubereinstimmung steht‘. C. Neuberg und M. Kobel (15) hatten bereits eine 
Reaktion von Alanin, Asparaginséiure, Glutaminsdiure und Arginin mit Fruc- 
tose, und namentlich mit Zucker-Phosphorsaureester beim Neutralpunkt fest- 
gestellt. Die Reaktion ist an der auftretenden Drehungsanderung leicht zu 
erkennen. Pringsheim und Winter (16) berichten, daB sie eine Kondensation 
von Eieralbumin, Blutalbumin, Casein, Legumin, Konglutin und Vitellin 
mit Glucose, Fructose und Galaktose beobachtet hitten. Die bei pg = 6,4 
erhaltenen Kondensate sollen mit Ammonsulfat fallbar sein. 1g Eier- 
albumin soll 32,4 mg Glucose, bei vorangegangener Behandlung mit Pepsin 
und Trypsin bedeutend mehr binden. Demzufolge konnte durch Titration 
mit Fehlingscher Lésung nach der Meinung dieser Autoren der Nachweis 
einer Kondensation erbracht werden, indem der an Eiweif gebunden 
Zucker nicht mehr wiedergefunden wurde. Sérensen und Lorber (17) halten 
dem entgegen, daB freier Zucker bei Anwesenheit von Eiweif mit Fehling 
nicht quantitativ bestimmbar ist; man findet zu wenig Kupferoxydul, 
da dieses von dem anwesenden Eiwei8 kolloidal in Lésung gehalten wird 
und der Bestimmung entgeht. Die Fehlerquelle bei Pringsheim und Winter 
hatten zuvor schon C. Neuberg und EF. Simon (18) aufgedeckt; sie hatten 
gezeigt, warum sich der zugefiigte Zucker dem Nachweis entzieht, ohne 
daB er gebunden wird. Besonders interessant ist ihre Arbeit dadurch, 
daB vier Methoden zur Trennung von Eiwei8 und beigemengtem Zucker 
ausfithrlich beschrieben sind. ,,DaB tatséchlich keineswegs 30 mg _ redu- 
zierendes Monosaccharid mit 1g geléstem Eiwei8 ein Kondensationsprodukt 
liefern, 148t sich auf vier verschiedene Weisen einwandfrei zeigen: 


1. durch Ausdialysieren des Zuckers ; 


2. durch EnteiweiBung bei neutraler Reaktion mit kolloidalem Eisen- 
hydroxyd, wobei der Zucker in Lésung bleibt; 


3. durch Ausfaillung des EiweiBes aus dem Protein-Zuckergemisch 
mittels Alkohol ; 


4. durch titrimetrische Bestimmung des Zuckers nach einer Methode, 
bei der das durch Reduktion gebildete Cu,O nicht abgeschieden zu werden 
braucht.* 


Fiir uns sind vor allem Methode 1 und 3 von Interesse. Es gelang, 
durch Dialyse in einer Fischblase den Zucker von dem Eiwei® zu trennen. 
Von 90 mg Glucose, die zu dem EiweiB in die Fischblase gegeben wurden, 
fanden sich 79,4 mg im Dialysat wieder. Das Manko von 10% ist dadurch 
zu erklaéren, daB die Dialyse ja nur bis zum Ausgleich von Innen- und 
AuBenfliissigkeit stattfindet. 


Ein Zucker-EiweiBgemisch aus 250 mg Fructose und 7 g feinpulverigem 
Eieralbumin wurde in 300 ccm Wasser gelést. Bei der Fallung mit absolutem 
Alkohol fanden sich im Filtrat vom Eiwei8 220 mg Fructose wieder. 

Durch Dialyse und durch einmalige Fallung mit absolutem Alkohol 
kann also ein EiweiB gréBtenteils von beigemengtem Zucker, wenn dieser 
gut wasserléslich bzw. alkoholléslich ist, befreit werden. 

Auch Morner (19) hat durch Dialyse und durch Alkoholfallung bei 
der quantitativen Bestimmung des freien Zuckers im Hiihnerei diesen 
vom Eiwei®8 getrennt. Bei der ersten Trennungsmethode fand er polari- 
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metrisch 0,4 %, nach Fehling titriert 0,44 bis 0,46% Zucker. Bei der zweiten 
Trennungsmethode ergaben sich polarimetrisch 0,42 und 0,39%, titri- 
metrisch 0,43 und 0,47% Zucker. 

Rakusin (20) ist der Ansicht, daB die Kohlehydrate, die sich in vielen 
Proteinen durch die Reaktionen von Molisch und Pettenkofer nachweisen 
lassen, diesen entweder in gréBerer oder geringerer Menge beigemengt 
sind oder aber in Form von Glucosiden gebunden sind. Sie nehmen an 
den eigentlichen Farbungsreaktionen des Eiweibes nicht teil, und nach 
Fallung desselben mit Tannin, Bleizucker, Sublimat usw. finden sie sich 
unangegriffen im Filtrat. Solch ein Filtrat gibt die Reaktion von Molisch 
und Pettenkofer, und wenn man auf einem Uhrglas das Wasser verdampft, 
so hinterbleiben die Kohlehydrate meist als Mikrokristalle. Zu chemisch- 
reinen, individuellen Proteinen kommt man seiner Meinung nach nur dann, 
wenn man dem Eiweif durch passende Lésungsmittel das Kohlehydrat 
entzieht. 

Da wir die Beobachtung gemacht haben, daB bei wiederholtem 
Umfallen aus alkalischer Lésung bei jeder Fallung der Kohlehydrat- 
gehalt des Niederschlages abgenommen hatte und daher der Verdacht 
bestand, daB diese Erscheinung der Einwirkung des Alkalis zuzuschreiben 
sei, wurden bei Zimmertemperatur drei Reihenversuche ausgefiihrt, 
um den Einflu8 von Alkali auf die Kohlehydratgruppe dreier ver- 
schiedener EiweiBe festzustellen. 


1. Wir gingen aus von einer Grundlésung von gereinigtem Bohnen- 
eiweiB in diinner Natronlauge. Das Eiweif war nach der oben be- 
schriebenen Methode dargestellt und unter Zusatz der gerade noétigen 
Menge 10 %iger Natronlauge zur Lisung gebracht. Die Lésung enthielt 
12,2°%, Kohlehydrat. Von dieser Lésung wurde nach einer halben 
Stunde eine Probe entnommen, das darin enthaltene Eiwei mit Saure 
ausgefillt, abzentrifugiert und der EiweiSniederschlag zur Bestimmung 
wieder in Alkali gelést. Er enthielt 11,3°, Kohlehydrat. Eine nach 
einem Tage entnommene Probe der Stammlésung wurde genau so 
behandelt und enthielt 7,7°%. Nach zwei Tagen fanden wir nur noch 
6,9°, Kohlehydrat, in einer neuen Probe nach 3 Tagen noch 6,4°,, 
und nach 4 Tagen 4,1 %. 


2. Ausgangsmaterial war eine alkalische Grundlésung von Roggen- 
glutenin, das nach Flewrent dargestellt war. Das Glutenin war mit 
der gerade dazu erforderlichen Menge Natronlauge in Lisung gebracht. 
Diese Lésung enthielt 17,6°, Kohlehydrat als Glucose berechnet. 
Nach einem Tage wurde eine Probe entnommen, das Eiweif wieder 
wie oben mit Saure ausgefillt, abzentrifugiert und der Niederschlag 
zur Bestimmung mit Lauge aufgenommen. Er enthielt 9,2°(, Kohle- 
hydrat. Eine entsprechend behandelte Probe der Stammlésung nach 
2 Tagen ergab 8,6 %,, nach 3 Tagen 6,5 °, und nach 4 Tagen 4°, Kohle- 
hydrat im EiweiBniederschlag. 
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3. Eine Lésung von Eieralbumin in diinner Lauge verhielt sich 
anders als die beiden vorher gepriiften Lésungen. Es konnte zwischen 
dem Kohlehydrat von Proben, die nach 1 bis 5 Tagen aus dieser Grund- 
lésung entnommen und deren EiweiS mit Saure koaguliert, dann 
abzentrifugiert und zur kolorimetrischen Bestimmung in Lauge gelést 
worden war, kein wesentlicher Unterschied festgestellt werden: Sofort 
3,7%, nach 1 Tag 3,6°,, nach 2 Tagen 3,6 °,, nach 4 Tagen 3,4 °%,, nach 
5 Tagen 3,5%,. 

Bei den beiden ersten Versuchen wurde bei der Fallung jeder 
entnommenen Probe nicht nur der EiweiBniederschlag, sondern auch 
die dariiberstehende klare Fliissigkeit untersucht, um die Menge des 
abgespaltenen Zuckers zu ermitteln. 


a) Bohneneiweif: 


Die Grundlésung enthielt 125,2 mg Glucose auf 1g EiweiB 
Probe I (nach 1 Tag gefallt) 708 % ps a) ae ‘eo 
Im Filtrat fanden sich 62,9 ,, ‘6 ae ms 


In der Grundlésung berechnet. 

76,6 mg + 62,9mg = 139,5 ,, 
Probe II (nach 2 Tagen gefallt) 64,5 mg Glucose auf 1g EiweiB 
Im Filtrat fanden sich oe iis et om 
In der Grundlésung berechnet. 

72,4mg + 64,5 mg = 136,9 ,, 
Probe III (nach 4 Tagen gefallt) 40,8 mg Glucose auf 1g Eiweif 
Im Filtrat fanden sich 23,0 ,, i » ag *” 
In der Grundlésung berechnet. 

40,8 mg + 23,0mg = 63,8 ,, 


b) Roggenglutenin : 


Die Grundlésung enthielt 175,8 mg Glucose auf 1g EiweiB 
Probe I (nach 1 Tag gefallt) ) 2 oan ie 
Im Filtrat fanden sich 76,4 ,, ” eRe ws 


In der Grundlésung berechnet. 

91,4 mg + 76,4mg = 167,8 ,, 
Probe II (nach 2 Tagen gefallt) 85,7 mg Glucose auf 1g EiweiB 
Im Filtrat fanden sich io - cae es 
In der Grundlésung berechnet. 

85,7 mg + 86,2 mg = 171,9 ,, 
Probe III (nach 3 Tagen gefallt) 65,5 mg Glucose auf 1g EiweiB 
Im Filtrat fanden sich 84,9 ,, os » 32 i 
In der Grundlésung berechnet. 


65,5 mg + 84,9mg = 150,4 ,, 
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Probe IV (nach 4 Tagen gefillt) 39,5 mg Glucose auf 1 g Eiwei® 
Im Filtrat fanden sich 33,3 ., - «<<, ” 
In der Grundlésung berechnet. 

39,5 mg + 33,3 mg = 72,8 ,, 


In den ersten Tagen wird also bei den Proben der im Niederschlag 
fehlende Zucker im Filtrat wiedergefunden. Bei den zuletzt in jeder 
Versuchsreihe untersuchten Filtraten ist ein Fehlbetrag an Kohlehydrat 
nachweisbar. Um zu erfahren, ob dieser durch die Art der oben ge- 
schilderten Versuchsanordnung bedingt ist, wurde folgender Versuch 
angestellt : 

1. 100cem n/10 NaOH mit 0,03°% Glucose 
2. | 50 , n/10 weOH . 0,03% : 
+ 50 , n/10 NaHCO, 
3. 100 ,, n/l0 NaHCO, ,, 0,03% “ 


Alle drei Lésungen wurden mit etwas Thymol konserviert und 
mehrere Tage bei Zimmertemperatur stehengelassen. / 

Nach 24, Tagen waren in der Lésung 1 noch 0,017°, Zucker 
vorhanden, in der Lésung 2 noch 0,02°, und in der Lésung 3 noch 
0,03 %. 

Nach 41% Tagen ergab sich dasselbe Resultat. Somit ist die Ab- 
nahme des Zuckers im Filtrat als Veranderung durch Alkalieinwirkung 
wahrscheinlich gemacht. 


4. Bewertung der Versuchsergebnisse. 


Zusammenfassend sind itiber den Kohlehydratgehalt der Proteine 
folgende Schliisse zu ziehen: 


1. Es liegt die Méglichkeit vor, daB ein Teil des Zuckers im EiweiB- 
molekiil fest eingebaut ist; und zwar ist der Antei] des Kohlehydrats 
chemisch festgebunden, der sich trotz wiederholten Umfallens nicht 
entfernen ]4Bt. Dies ist offenbar der Fall bei Eieralbumin, das keine 
Anderung des Kohlehydratgehalts beim Aufbewahren in alkalischer 
Lésung erkennen lie. 


2. Der durch Umfallen entfernbare Teil kann beigemengtes Kohle- 
hydrat sein. Das Kohlehydrat mu8 dann die Léslichkeitsverhaltnisse 
des Proteins aufweisen, namlich leicht léslich in Alkali und schwer 
léslich in saurem Wasser sein, wie z. B. Starke oder andere ahnliche 
hochmolekulare Polysaccharide. Es sind die oft gefundenen hohen 
Anfangswerte wahrscheinlich durch adsorbierten Zucker veranlaBt. 


3. Es liegt auBerdem die Méglichkeit vor, daB diese Mengen aus 
dem Eiwei8verband durch Alkali abgespalten und dann zerstért, 
oder im Eiwei8 durch Alkali sofort zerstért werden. In diesem Falle 
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kommt es offenbar in erster Linie auf die Dauer der Laugeeinwirkung 
an, weniger auf die Zahl der Umfiallungen (s. Tabelle 8. 44). 


4. Beim Gliadin mu8 die letztere Méglichkeit zutreffen, denn 
beim Umfallen mit Alkohol erhielten wir héhere Werte als bei der 
Darstellung mit Natronlaugeeinwirkung. Ein Kohlehydrat, das sich 
in seinen Léslichkeitseigenschaften so verhilt wie Gliadin, gibt es nicht; 
deshalb kann hier ein Kohlehydrat nicht beigemengt sein. 


Man mu8 wohl annehmen, da8 nicht aller Zucker im EiweiB gleich 
fest gebunden ist. Dies gilt sowohl fiir verschiedene EiweiSkérper, 
als auch méglicherweise fiir ein und dasselbe Protein, lieB sich doch 
z. B. bei der Sojabohne ein Wert von etwa 9°, und ein solcher von 
etwa 5°, mehrfach reproduzieren. 


Die Verinderungen, die beim Einflu8 von Alkali auf Eiwei8 in 
dessen Kohlehydratgehalt auftreten, sind in ihrem Wesen dhnlich 
der auffiilligen Anderung der #-Werte, die bei der Behandlung eines 
Proteins mit Alkali erhalten werden (21). Gegeniiber dem bei un- 
verindertem Eiwei8 gemessenen @ zeigen diese eine wesentliche Er- 
héhung, wobei bei Albumin der Endwert viel rascher erreicht wird 
als beim Gliadin. Auch unsere Erfahrungen bei der Bestimmung 
des Kohlehydrats im EiweiB weisen auf die groBe Empfindlichkeit 
der Proteine selbst gegeniiber verdiinntem Alkali hin. Bei der neuen 
Anschauung tiber die Struktur des Proteinmolekiils ist die Existenz 
von locker etwa durch Nebenvalenzen gebundenen Gruppen durchaus 
méglich. Man kann sich wohl vorstellen, daB die Zucker vermége 
ihrer reaktionsfahigen Aldehyd- und Ketogruppen zu solchen Bindungen 
befahigt sind. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


Als Ergebnis unserer Arbeit 148t sich folgendes feststellen: 


1. Die bisherigen Versuche zur Bestimmung des Kohlehydrats 
im Eiwei8 sind, soweit sie tiberhaupt quantitativ ausgefiihrt wurden, 
oft umstiéndlich und ungenau. 


Die hier beschriebene kolorimetrische Methode erméglicht die 
quantitative Bestimmung von stickstofffreiem Kohlehydrat (nicht 
Glucosamin) im Eiwei8 ohne vorhergehende Aufspaltung des EiweiB- 
kérpers. Zu der Methode wird eine Farbreaktion benutzt, die Schwefel- 
siurelésung und Thymol- bzw. Orcinlésung mit Zuckerlésung unter 
den angegebenen Versuchsbedingungen und in den angegebenen 
Konzentrationen miteinander eingehen. Da die Farbintensitaét der 
Lésungen bei einem Glucosegehalt von 0,05 bis 0,4mg in l ccm der 
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Zuckerkonzentration proportional geht, kann der Kohlehydratgehalt 
einer unbekannten Lésung als Glucose kolorimetrisch ermittelt werden, 
wenn eine Lésung von bekanntem Glucosegehalt zum Vergleich heran- 
gezogen wird. 


2. Uber die erhaltenen Ergebnisse ist zu sagen, daB je nach dem 
angewandten Reinigungsverfahren oft verschiedene Zuckergehalte 
bei demselben EiweiB erhalten wurden. Zur Erzielung reproduzierbarer 
Werte ist das Einhalten eines bestimmten Darstellungs- und Reinigungs- 
verfahrens zum mindesten erforderlich. 


3. Es bestitigte sich die Literaturangabe iiber das Fehlen des 
Kohlehydrats im Casein der Kuh- und Ziegenmilch, ebenso im Myosin 
der untersuchten Fleischarten, bei denen wir nur sehr kleine Zucker- 
gehalte feststellen konnten, und zwar 0,36 bis 0,89 °. 


4. Wir fanden zum Teil betrichtliche, allerdings von der Art 
der Darstellung und Reinigung abhangige Werte beim Protein aus 
Eidotter (etwa 6,5°%) und EiweiB (etwa 3,5°,), beim Legumin 
(mindestens 5°), beim Glycinin (mindestens 5,1°,), beim Glutenin 
(etwa 8%) und beim Erbsenglobulin (etwa 1,8°,). Diese Proteine 
werden auch in der Literatur als kohlehydrathaltig bezeichnet. Die 
wenigen quantitativen Ergebnisse, die in der Literatur genannt sind, 
widersprechen sich sehr und beziehen sich auf reduzierenden Gesamt- 
zucker oder Glucosamin. 


5. In rohem Fleisch 148t sich wahrscheinlich mit Hilfe unserer 
Reaktion einfacher und schneller als nach Mayrhofer das Glykogen 
quantitativ bestimmen. 


6. Unseren Befunden nach mu8 die Kohlehydratgruppe im EiweiS, 
die nicht nur bei den Glykoproteiden vorhanden ist, zum Teil fest 
gebunden sein, in anderen Fallen 1aBt sie sich aber leicht durch Alkali 
ganz oder teilweise entfernen. 
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Uber den EinfluG von Elektrolyten als Beimischung zur phy- 
siologischen Kochsalzlésung auf die Titerhéhe 
himolytischer Ambozeptoren. 


Von 


H. Schmidt und H. Gross. 


(Aus dem Institut fiir experimentelle Therapie ,,£mil von Behring of 
Marburg-L.) 


(Eingegangen am 10. August 1929.) 


Das Ergebnis vieler serologischer und immunbiologischer Vor- 
ginge kann bekanntlich durch geringfiigige chemische Anderungen 
des Reaktionsmediums stark beeinflubt werden, wie dies fiir die Kom- 
plementbindung auf Lues vor allem aus den grundlegenden Versuchen 
von Sachs und Altmann hervorgeht. Durch einen Zusatz von n/800 
bis n/3200 Natronlauge zum Versuchsgemisch gelang es ihnen, bei 
Wa-R-positiven Seren in allen Fallen die positive Reaktion aufzuheben 
bzw. erheblich abzuschwiachen, wahrend ein Gehalt der Gesamtgemische 
an n/1000 bis n/2000 Salzsiure bewirkte, daB syphilitische Sera, die 
vorher negativ, nunmehr schwach oder stark positiv reagierten. Weitere 
Versuche in dieser Richtung wurden von Abramow, Rominger, Kiss, 
Kallos u. a. ausgefiihrt. Poehlmann fand, daB die mit einem geringen 
Sodazusatz (0,015°%,) versehene 0,8°%,ige NaCl-Lésung der neuen 
Pharmakopoe fiir die Ausfiihrung der Wa-R ungeeignet ist, da der 
geringe Sodazusatz zur Folge hat, daB sicher positive luetische Sera 
schwiicher positiv oder gar negativ reagieren. Hieraus ist ersichtlich, 
wie Spuren von Sauren oder Alkali geniigen, um den Reaktionsablauf 
der Komplementbindung erheblich zu beeintrachtigen. 


Was die Beeinflussung der Hdmolyse durch die Reaktion der zur 
Verwendung kommenden NaCl-Lésung betrifft, so fanden Dold und 
Klinkhart, da® bereits geringe Mengen von Saure und Alkali eine 
schidigende Wirkung auf die Himolyse auszuiiben vermégen; der 
Einflu8 geringer Sauremengen erwies sich starker als der entsprechender 
Alkalimengen. Diese Beobachtungen konnten wir bestitigen, wie aus 
der nachstehenden Tabelle ersichtlich ist. 
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Tabelle I. 0,5ccem 5 %ige Hammelerythrocytensuspension. 
0,5cem 1/, Meerschweinchenserum. 











Rihr- Absteigende 


) 500 000 |. /100 500 | n/1000 = Ambo- 
chen, Mengen | her | er | "Hcl Neutral Ngon| Naw | NaOH supeortiier 
1 1 s000 1,5 = —? anaes —_ — mead om s 1 000 
2 10 | ++ -- -- -- -- _ — 1: 1500 
3 0,75) +++ — — _ _ -— — 1: 2000 
4 05 |++++) — — — + _— — 1: 3000 
5 1/13 000 1,5 ++++ omen — — ++++ —_— — 1: 4000 
6 10 ++++  — — | — |ttet +444) — 1: 6000 
7 0,75 ++++) — — | — (+4+4+4+)/4+4+4+4+ + 1: 8000 
8 05 ++++) — 7 + $444) +4+4+4+ +4++ | 1:12000 
9 | Mago00 1,5 ++4++ > — (+444) +++ ++ 4+4+/+4+4+4+ 4444+) 1:16000 
10 0 $$te —* 4444/4444 44+4+4+/4++4++ +4+++) Kontrolle 


* Sturehimolyse (gelbgriine Verfirbung). 


Weiterhin untersuchten wir dann den Einflu8 verschiedener Salze, 
die wir der physiologischen Kochsalzlésung beimischten, wobei wir 
solche Salze wie Kalium-, Calcium- und Magnesiumsalze wahlten, die 
sich gelegentlich als Kochsalzverunreinigung finden. Menegheiti, der 
gréBere Versuche tiber die himolysierende und koagulierende Wirkung 
der Metallionen auf die Erythrocyten ausgefiihrt hat, stellte fest, daB 
die Metallsalze vermége ihrer Kationen auf die roten Blutzellen wirken, 
da& eine Anderung der Kationenkonzentration eine parallele Anderung 
der koagulierenden und hamolysierenden Eigenschaften der Metall- 
salze mit sich bringt. Die Wirkung variiert je nach Temperatur, Konzen- 
tration und besonderen spezifischen Eigenschaften der Metallionen 
der untersuchten Salze. Die Aktivitét der Kationen hangt von der 
Stellung ab, die diese in der elektrochemischen Reihe einnehmen. In 
bezug auf die hamolysehemmenden Eigenschaften der Ionen sind von 
Wright und Maccallum die Kationenfolge: K << Na < NH, < Ca < Ba 
und die Anionenreihe: Acetat < Chlorid < Nitrat < Jodid < Sulfat 
< Tartrat <. Fluorid < Citrat < Phosphat aufgestellt worden, die be- 
sonders fiir die Kationen eine bemerkenswerte Ahnlichkeit hat mit 
der von Bayliss beobachteten Reihe der Férderung der Adsorption 
von Kongorot an Cellulose. 

Fiir die Hemmung der Himolyse scheint weiterhin die Wertig- 
keit der Anionen insofern eine Rolle zu spielen, als die einwertigen 
weniger wirksam sind als die zweiwertigen und diese weniger als die 
dreiwertigen Ionen. Von Ginsburg und Kalinin, wie auch von Kellogg 
und Wells wurden ahnliche Versuche angestellt mit dem Ergebnis, daB 
Magnesiumsalze férdernd, Kalium- und Calciumsalze hemmend auf 
die Hamolyse wirken. 

Wir verwandten fiir unsere Versuche Chloride und Sulfate des 
Calciums, Kaliums und Magnesiums, die in verschiedenen Konzen- 
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trationen (1,0 bis 0,001 °,,) der physiologischen Kochsalzlésung zugesetzt 
wurden. Von den Ergebnissen unserer mehrfach wiederholten Ver- 
suche geben wir wegen Raumersparnis nur die folgenden Tabellen 
wieder. Die Ablesungen der Versuche erfolgten nach einstiindigem 
Aufenthalt im Brutschrank bei 37° C. 

Wie aus den Tabellen IL und III ersichtlich, hemmt ein 1°/iger Zusatz 
von MgCl, und Ca Cl,, zur physiologischen Kochsalzlésung zugegeben, die 
Hamolyse vollkommen. Eine Anderung der Isotonie spielt in diesem 
Umfang noch keine Rolle. Nach Nolf kommt es zu einer sichtbaren 
Hamolyse erst bei einer NaCl-Konzentration tiber 4°. In anderen 
Versuchen sahen wir bei einer 0,5 °%,igen Beimischung von Magnesium- 
sulfat und Magnesiumchlorid teils eine starke Hemmung, teils eine 
Steigerung der Hamolyse. In einer Konzentration von 0,25 bis 0,005 °;, 
zeigten die Magnesiumsalze stets eine den HamolyseprozeB férdernde 
Wirkung. Bei den Kalium- und Calciumsalzen reichte die hemmende 
Wirkung durchschnittlich bis zu einer Konzentration von 0,01 °(, herab. 

AuBerdem fanden wir, daB auch die Acetate, Phosphate und Nitrate 
obiger Metalle auf die Haimolyse im gleichen Sinne wie die Sulfate und 
Chloride einwirken, daB es sich also bei den untersuchten Salzen um 
eine Kationenwirkung handelt. Dieselben Versuche wurden dann 
zum Vergleich noch in der Weise ausgefiihrt, daB wir von den Ma- 
gnesium-, Kalium- und Calciumsalzen m/1 bis m/100000 Lésungen her- 
stellten. Als Lésungsmittel diente nicht Aqua dest., sondern 0,85 °,,ige 
NaCl-Lésung. Eine NaCl-Lésung mit 0,1 °,igem Magnesiumsulfat- 
gehalt entspricht ungefahr einer m/100 Lésung. Die Ergebnisse stimmten 
mit denen der ersten Versuchsreihe gut iiberein. Von den Magnesium- 
salzen zeigten noch m/100 bis m/5000 bzw. m/10000 Lésung eine deut- 
liche Steigerung der Hamolyse, wahrend m/1000 Lésung von Calcium- 
chlorid, die etwa einer Kochsalzlésung mit einem 0,01 °,igen Calcium- 
chloridzusatz entspricht, noch eine hemmende Wirkung auf den Hamo- 
lyseprozeB ausibte. 

Allgemein konnten wir demnach in unseren Versuchen in Uber- 
einstimmung mit den Beobachtungen von Ginsburg und Kalinin, 
Kellogg und Wells u.a. feststellen, daB die Sulfate und Chloride des 
Kaliums und Calciums auf den HamolyseprozeB hemmend wirken 
und dadurch den Titer von Ambozeptor und Komplement herabsetzen, 
wahrend die Magnesiumsalze eine férdernde Wirkung auf die Hamolyse 
austiben. 

Die entgegengesetzten Wirkungen der Magnesium-, Kalium- und 
Calciumsalze auf die Haimolyse lieBen sich aufheben, wenn zur Koch- 
salzlésung die Antagonisten in den entsprechenden, am besten in den 
optimalwirksamen Konzentrationen zugesetzt wurden, z. B. 0,1°% 
Magnesiumchlorid + 0,1 °, Calciumchlorid. 
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Tabelle III. 
0,85 %ige NaCl-Lésung mit CaCl,-Zusatz. 
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Tabelie IV. 
0,45cem 5% ige Hammelerythrocytensuspension. 0,5cem !/,, Meer- 
schweinchenserum. 0,85 %,ige Na Cl-Lésung, 





Absteigende Mg Cl, 0,1°/9 


Rohr- 30 MgCl, CaCl, als 0.19) NaCl Ambo- 
chen PR an 0,1 %¢ 01% | = 10) 085 %o zeptortiter 
1 . 3000 1,5 . 1 1 000 
2 1.0 an ; _ — 1: 1500 
3 0,75 — — - 1: 2000 
4 0,5 _ - — 1: 3000 
5 'ig000 1,5 : ie why bad > 1: 4000 
6 1,0 —°* *4+++4 — : 1: 6000 
¥ 0.75 mine +4444 f- . 4 ++ 1: 8000 
8 0.5 — tttt+) ++4++ | ++++)/ 1:12000 
9 ' 48 000 1,5 ++ Tri rT + 5 pie ie ae T ch i 1: 16.090 
10 0 Peet ppt | tt [a Kontrolle 


Um nun weiter festzustellen, an welcher der drei Komponenten 
des hamolytischen Systems die Salzwirkung angreift, untersuchten 
wir getrennt den Einflu8 der verschiedenen Salze auf den Ambozeptor, 
auf die roten Blutzellen und das Komplement. Wir gingen dabei so 
vor, daB wir die verschiedenen Salze auf das unverdiinnte wie auch 
auf das verdiinnte Haimolysin lingere Zeit einwirken lieBen und dann 
wiederholte Titerbestimmungen vornahmen. Eine Beeinflussung des 
hamolytischen Titers konnte nicht festgestellt werden. In ahnlicher 
Weise untersuchten wir auch die Einwirkung der Metallionen auf das 
Komplement. Um einen eventuell in vivo stattfindenden Metallsalz- 
einflu8 auf das Komplement zu priifen, injizierten wir Meerschweinchen 
kleinere Mengen der Salze (0,2 g) subkutan und machten in bestimmten 
Zeitabstinden Komplementeinstellungen. Diese ergaben, dai der 
Komplementtiter des Meerschweinchenserums vor und nach der Salz- 
behandlung der Tiere innerhalb von einer bis mehrerer Stunden keine 
Anderungen zeigte. Intravenése Injektionen von MnCl, hatten in 
friiheren Versuchen ebenfalls keinen EinfluB auf das Meerschweinchen- 
komplement. 

Nimmt man an, da dem Komplement ein gewisses Substrat von 
vielleicht Fermentcharakter entspricht, dann wiirde man aus den 
Versuchen folgern, da das Komplement durch die Salzinjektionen in 
vivo nicht beeintrachtigt wird. Ist aber das Komplement der Ausdruck 
fiir einen bestimmten physikalisch-chemischen Zustand des Serums, 
besonders seiner Globuline, dann kann natiirlich dieser Zustand durch 
Zufiigen von Salzen eine Anderung erfahren. Nimmt man an, wie das 
u.a. K. Klinke tut, daB die Hamolyse in zwei Stadien verliuft, wobei 
zunachst das Himolysin an die Blutzellenmembran adsorbiert wird 
und deren Struktur durch Angriff auf ihre Lipoidkomplexe lockert, 
so daB nun der zweite Vorgang, die Absorption der gelockerten Mem- 
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branbestandteile an das Euglobulin des Komplementserums statt- 
finden kann, so kann natiirlich dieser zweite Vorgang durch Salz- 
einwirkung beeinfluBt werden.  Verstindlich wiirde eine solche 
Beeinflussung durch zweiwertige Kationen im Sinne einer Dispersitats- 
verminderung sein, die ihrerseits die Adsorption und damit die Hamolyse 
beférdern wiirde. Aber es wire die antagonistische Wirkung der Calcium- 
und Magnesiumionen auf die Hamolyse auf diese Weise nicht zu er- 
klaren. Wenn demnach auch die Mehrzah] der Autoren (Manwaring, 
Hektoen und Ruediger u.a.) geneigt sind, die Einwirkung von Elek- 
trolyten auf die Immunhamolyse in einer Beeinflussung des Kom- 
plements zu sehen, allerdings ohne es zu beweisen, so scheinen uns 
fiir diese Annahme nicht geniigende Griinde vorzuliegen. 

Die Méglichkeit, in vitro die Einwirkung von verschiedenen Elek- 
trolyten auf das Komplement zu studieren, scheitert an der Un- 
méglichkeit, das Komplement wieder von diesen Elektrolyten zu 
befreien, um dann seine hamelysierende Eigenschaft zu untersuchen. 
Wir haben daher die Einwirkung verschiedener Salze auf die isolierten 
Erythrocyten untersucht. 

Zunachst suspendierten wir Hammelblutzellen zu etwa 5% in m/100 
Lésungen von Magnesiumsulfat und Calciumacetat, wobei diese Lésungen 
nicht in Aqua dest., sondern in 0,85°%iger NaCl-Lésung hergestellt wurden. 
Da m/100 Konzentration von Magnesiumsulfat etwa 0,12°% Gehalt und 
von Calciumacetat 0,17°% Gehalt entsprechen, so ist die dadurch bedingte 
Erhéhung der Isotonie so gering, daB sie sich nicht bemerkbar macht. 
Nachdem diese Suspensionen 1 Stunde bei 37°C im Brutschrank gehalten 
waren, wurden die Blutzellen ausgeschleudert, zweimal gewaschen und 
erneut in 0,85 %iger NaCl-Lésung suspendiert. Mit 0,05ccm Meer- 
schweinchenkomplement wurden dann diese Blutzellen gegen fallende 
Hamolysinmengen gepriift. Die Tabelle V zeigt den Grad der Himolyse 
nach | Stunde. 

Tabelle V. 
0,5cem 5 %ige Hammelerythrocytensuspension. 0,5ccem '/,, Meer- 
schweinchenserum. 0,85 %ige Na Cl-Lésung. 





et ae eee eC | ambozeptortiter 
Ambozeptor Mg-Sulfat Ca-Acetat mie 
1 1/3000 1,5 — ye — 1 : 1 000 
2 1,0 _ ++ vt 1: 1500 
3 0,75 — +++ + 1: 2000 
4 05 - ++++ ++ 1: 3000 
5 M9 000 1,5 ae ae ++ oe _ -t a 1 : 4 000 
6 1.0 +44 +4++44 + 4+ $+ 1: 6000 
7 0,75 +++ ++++ +++- 1: 8000 
8 0,5 ++4++ | +4+4++ | +4+4++ 1: 12000 
9 0 42-4 +++4 ++++ Kontrolle 


Die Hamolyse der mit Magnesiumsulfat vorbehandelten Blut- 
zellen war starker und die der mit Calciumacetat vorbehandelten 
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Blutzellen schwacher als die Hamolyse der zur Kontrolle nur mit NaCl 
behandelten Erythrocyten. Bei Magnesiumsulfat kommt die der Kon- 
trolle gegeniiber starkere Hamolyse noch bei einer primaren Einwirkung 
von m/200 Lésung zur Geltung, waihrend der Unterschied der mit 
Calciumsalzen vorbehandelten Blutzellen den Blutzellen der Kontrolle 
gegeniiber als Hemmung nicht immer in Erscheinung tritt. 


Weiterhin untersuchten wir dann, ob hinsichtlich der Einwirkung 
von Elektrolyten auf Blutzellen ein Unterschied zwischen sensibilisierten 
und nicht sensibilisierten Erythrocyten besteht. Ein solcher Unterschied 
lieB sich nicht feststellen. Auch sensibilisierten Blutzellen gegeniiber 
zeigt sich eine die Hamolyse begiinstigende Wirkung der Magnesium- 
salze gegeniiber den Calciumsalzen. Der Unterschied im Verhalten 
dieser beiden Salze trat dann deutlich in Erscheinung, wenn die Kom- 
plementlyse auf sensibilisierte Blutzellen als sclehe schwach war. 


Der folgende Versuch gibt ein Beispiel: Hammelblutzellen werden 
mit der fimffach lésenden Hamolysinmenge sensibilisiert und nach halb- 
stiindigem Aufenthalt im Brutschrank bei 37°C abgeschwemmt. Dann 
werden 5%ige Suspensionen in 0,85°,iger NaCl-Lésung allein, zur Kon- 
trolle, und in der gleichen NaCl-Lésung, die m/100 Magnesiumsulfat- 


bzw. Calciumchloridlésung enthalten, angesetzt. Nach einstiindigem 
Kontakt mit diesen Salzen werden die Erythrocyten zweimal gewaschen 
und erneut mit 0,85°,iger NaCl-Lésung suspendiert. Das Ergebnis der 


Hamolyse nach zweistiindigem Brutschrankaufenthalt zeigt flie folgende 
Tabelle. 


Tabelle VI. 





Roéhrehen Komplement yaaa ante 
MgSO, CaCl : . 
1 I: 5 @S - 
2 1:10 0,5 - 
3 0,4 — + ; 
4 0,3 — + od 
5 02 + +4 b+ 
6 0 ++++ kh +444 


Hier sind also ebenfalls die mit Magnesiumsalzen vorbehandelten 
Erythrocyten einer schnelleren Lyse verfallen, als die mit Calcium 
behandelten, deren Hamolyse der Kontrolle gegeniiber etwas verzégert 
war. Diese Unterschiede lieBen sich aber nicht mit Regelmabigkeit 
nachweisen. Zweifellos ist der Prozef der Himolyse sehr verwickelt 
und die NaCl-Ionen spielen dabei ebenfalls eine Relle, denn Auf- 
schwemmungen der mit den Salzen der zweiwertigen Metalle vor- 
behandelten und sensibilisierten Erythrocyten in isotonischer Trauben- 
zuckerlésung lieBen iiberhaupt keine Himolyse mit Komplement 
eintreten. 
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Die Versuche sprechen im ganzen fiir die Méglichkeit, daB die 
die Immunhamolyse beschleunigende Wirkung der Magnesiumsalze 
und die verzégernde Wirkung der Calciumsalze in erster Linie an der 
Erythrocytenmembran angreift, zu welcher Ansicht auch Wright und 
Maccallum sowie Beckmann auf Grund andersartiger Versuche gelangt 
waren. 

Versuche, durch Zusatz von Magnesiumsalzen zu den himolysin- 
haltigen Kaninchensera deren Titer zu erhéhen, scheiterten daran, 
daB in Anbetracht der spateren Verdiinnungen von |: 1000 und mehr 
die Anfangskonzentration von Magnesiumsalzen im Serum so grob 
sein mub, dab es mit der Stabilitat des Serums unvereinbar ist. 

Fassen wir die Ergebnisse unserer Untersuchungen kurz zusammen, 
so wurde folgendes festgestellt : 

1. Geringe Mengen von Saure und Alkali vermégen den Titer 
haimolytischer Ambozeptoren betrichtlich herabsetzen. Der Einflu8 
geringer Sauremengen erwies sich starker als der entsprechender Alkali- 
mengen, was die Beobachtungen von Dold und Klinkhart bestatigt. 

2. Kalium- und Calciumsalze wirken bis zu einer Konzentration 
von 0,01°, auf die Immunhimolyse hemmend, wahrend Magnesium- 
salze in einer Konzentration von 0,25 bis 0,005 °,, férdernd wirken. 
Es handelt sich bei den untersuchten Salzen um eine Kationenwirkung. 

3. Die entgegengesetzten Wirkungen der Kalium-, Caleium- und 
Magnesiumsalze auf die Hamolyse lassen sich gegenseitig aufheben. 

4. Den Angriffspunkt fiir die Kationenwirkung bei der Immun- 
himolyse bilden wahrscheinlich die roten Blutzellen. 

5. Da die Magnesium-, Kalium- und,Calciumsalze in sehr geringer 
Menge die Hamolyse und dadurch indirekt die Titerhéhe hamolytischer 
Ambozeptoren beeinflussen, ist bei Hamolyse- und Komplement- 
bindungsversuchen auf chemische Reinheit der Na Cl-Lésungen besonders 
zu achten. 
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Uber die katalytische Zersetzung einiger Jodverbindungen. 


(Zur Theorie der Jodantiseptica.) 


Von 
Erwin Chargaff'. 
(Aus dem Chemischen Institut der Yale Universitat, New Haven, U. 8S. A.) 


(Eingegangen am 10, August 1929.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Finleitung. 

Folgende drei Méglichkeiten kommen fiir eine Erklarung einer 
spezifischen Wirkung jodhaltiger Antiseptica in Betracht: 1. Das 
Molekiil wirkt als Ganzes. In diesem Falle kann es sich nur um eine 
Steigerung der keimtétenden Wirkung durch den Eintritt des Jods 
in das Molekiil handeln. 2. Allmahlich sich abspaltendes freies Jod 
ruft die antiseptische Wirkung hervor. 3. Jodhaltige Zersetzungs- 
produkte der Antiseptica (insbesondere leichter lésliche als die Ur- 
sprungssubstanzen) sind die Traiger der Wirkung. In allen drei Fallen 
ist natiirlich Vorbedingung, daB die aktiven Kérper in den Bakterienleib 
eindringen kénnen, also lipoidléslich sind oder sich an dem wachs- 
oder fetthaltigen Uberzug der Bakterien durch Adsorption anreichern 
kénnen. DaB pathologische Gewebe mehr Jod aufnehmen als gesunde, 
ist mehrfach beobachtet worden?. 

Nach den Anschauungen von S. Frankel? haben nur diejenigen jod- 
substituierten Phenole und analogen Kérper Bedeutung als .Jodoform- 
ersatz oder als Antisyphilitica, welche das Jod in der Seitenkette leicht 
abspaltbar enthalten, z. B. die Jodoxylverbindungen; bei kernjodierten 
Verbindungen hingegen sei das Jod nur wirkungssteigernd. Nach C. Binz* 
beruht die keimtétende Wirkung des Jodoforms ausschlieBlich auf der 
Abspaltung von freiem Jod. Andere hingegen betrachten nicht das freie 
Jod, sondern ein wasserlésliches Zersetzungsprodukt des Jodoforms oder 
das intakte Molekiil als die Trager der Wirksamkeit ®. 


' Milton Campbell Research Fellow in Chemistry 1928/29. 

2 O. Loeb und L. Michaud, diese Zeitschr. 3, 307, 1906; O. Loeb, Arch. 
f. exper. Pathol. u. Pharm. 69, 108, 1912. 

3S. Frdénkel, Die Arzneimittelsynthese, 4. Aufl., 8. 586. Berlin 1919. 

4 C. Binz, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 8, 309, 1878. 

5 S. Frankel, a. a. O., 8.515; C. Bachem und H. Kriens, diese Zeitschr. 
120, 230, 1921. 
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Als Ursache fiir eine Zersetzung der Jodantiseptica kommen in 
der Praxis in Betracht: der Einflu8 des Lichtes, der Kérperwirme, 
der Kérpersifte bzw. der Wundoberfliche, der Haut usw.!. Die photo- 
chemische Zersetzung des Jodoforms ist gut untersucht?. Uber andere 
Jodverbindungen finden sich nur vereinzelte Anmerkungen. 

Den EinfluB von Warme, von EiweiB, Blut und Eiter auf die Zer- 
setzung des Jodoforms studierte C.H.L.Schmidi?. Zur gleichen Zeit 
veroffentlichte F. Altenbury* eine Arbeit iiber die Umwandlung des Jodo- 
forms unter dem Einflu8 von Harn, Blut, Eiter, menschlichen und tierischen 
Organteilen, EiweiBstoffen und Mikroorganismen. Inshesondere gewisse 
Driisenorgane und HiihnereiweiB8 wirkten jodabspaltend. C. Bachem und 
H. Kriens® dehnten die Untersuchung auf die Ersatzpraparate des Jodo- 
forms aus und untersuchten den EinfluB von Licht, Warme, Wasser, Eiwei 
auf eine ganze Reihe von Jodverbindungen. Als Faktoren, die die Ab- 
spaltung von Jod oder wasserléslichen Jodverbindungen begiinstigten, 
fanden sie Eiwei®b, Bestrahlung mit direktem Sonnenlicht, Erhéhung der 
Temperatur. Freies Jod konnten sie nur in wenigen Fallen feststellen. 
Sie kommen zu dem Schlusse, daB eine Beziehung zwischen der Jodabspaltung 
und der antiseptischen Kraft der Verbindungen nicht zu bestehen scheint. 
Sie, ebenso wie Schmidt, fithren die Wirkung des EiweiBes auf dessen Basi- 
zitat zuriick. 

Die letztgenannten Forscher hatten jedoch eine Mitteilung von 
T. Thunberg® iibersehen, derzufolge Thiomilchsiure, Thioglykolsiure 
und Cystein die Abspaltung von Jod aus Jodoform beschleunigen. 
Nun ist es bemerkenswert — Thunberg weist darauf hin —, daB die 
von Altenburg als abspaltungsférdernd bezeichneten Eiweibstoffe die- 
jenigen sind, welche nach V. Arnold? die Nitroprussidreaktion geben, 
also sulfidartig gebundenen Schwefel enthalten. Die Beobachtung 
Thunbergs war fiir uns um so mehr von Interesse, als wir gemeinsam 
mit F. Feigl feststellen konnten, daB bei einer ganz anders gearteten 
Reaktion, der Oxydation von Aziden durch Jod: 2 NaN, + J, = 2 NaJ 
+ 3N,, Verbindungen, welche die Gruppen -—-SH, >C=S _ usw. 
enthalten, befiihigt sind, diese Reaktion, welche von selbst nicht eintritt, 
einzuleiten®. Derart bot sich also eine Erklarungsméglichkeit fiir die 
Jodabspaltung aus Jodantisepticis in der katalytischen Wirkung der 


1 In diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, da8 die Farbe der 
Jodverbindungen in einer gewissen Beziehung zu ihrer Zersetzlichkeit im 
Lichte stehen diirfte. Gelbe Verbindungen (z. B. Jodoform, Europhen) 
scheinen sich viel leichter zu zersetzen als andere. 

Vgl. J. Plotnikow, Zeitschr. f. physik. Chem. 75, 337, 385; 76, 743, 
1911; E. Comanducci und G. Meduri, Gazz. 48, I, 238, 1918. 

C.H.L. Schmidt, Arch. intern. de pharm. et de thér. 8, 111; 9, 107, 1901. 
F.. Altenburg, ebendaselbst 8, 125, 1901. 

Siehe FuBnote 5 auf voriger Seite. 

T. Thunberg, Skand. Arch. f. Physiol. 25, 343, 1911. 

V. Arnold, Zeitschr. f. physiol. Chem. 70, 314, 1911. 

E. Chargajff, Dissertation, Universitat Wien 1928. 
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in dem Eiwei8 und anderen Aufbaustoffen des Kérpers enthaltenen 
Schwefelverbindungen. 

Um zu erkennen, ob diese Wirksamkeit dér Thiosiuren eine all- 
gemeinere Reaktion darstellt, wurden Versuche mit sechs praktisch 
wichtigen Jodantisepticis unternommen. Es wurde die Zersetzung 
von wisserigen Suspensionen im diffusen Lichte mit und ohne Thio- 
siuren untersucht. Da diese Versuchsmethode eine quantitative Er- 
fassung nicht zulieB, wurden einige Versuche mit Jodoform in Schwefel- 
kohlenstoff- und Atherlésung ausgefiihrt und die Jodabspaltung quan- 
titativ verfolgt. 

Experimente. 
a) Qualitative Versuche. 
Zur Untersuchung gelangten folgende Jodverbindungen: 
1. Jodoform CHJ, (,,Merck*’); 


JC CJ 
2. Jodol (,,Kalle‘), Tetrajodpyrrol 3, Cy} 
NH 
3. Europhen (Winthrop Chemical Co., New York), Diisobutyl- 
C,H, 
C,H, CH, 
— OJ 
orthokresoljodid pa *. 
C,H,~ CH, 
Cy Hy 
CH, CH, 
4. Aristol (,,Merck**), Jodthymol | | a | ** Die Struktur 
| los so. 
C,H; C,H, 
des Aristols ist zweifelhaft. Vgl. G. H. Woollett ***; 
5. Nosophen (Stallman, Co., New York), 3',3”-, 5’, 5’-Tetra- 
OH OH y 
if “J If SI 
| | 
jodphenolphthalein —< a - 
—CO 


A 


* S. Frankel, a.a.O., S. 587. 
** Ebendaselbst 8. 586. 
*** GH. Woollett, Journ. Amer. Chem. Soc. 438, 553, 1921. 
*#** Vol. W. R.Orndorff und S. A. Mahood, ebendaselbst 49, 937, 1918. 
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Cl 
fe 
6. Vioform (,,Ciba‘*), 7 (2?) Jod-5 Chlor-8-Oxychinolin . 
OH N 


Die Versuche wurden folgendermaBen ausgefiihrt: Je 0.5 g der 
Jodverbindungen wurden in einem Gesamtvolumen von 15 cem Fliissig- 
keit untersucht, und zwar wurden die Kérper in Eprouvetten entweder 
in 15cem Wasser suspendiert oder in 13 ccm Wasser und 2 ccm von 
1 °,igen wasserigen Lésungen von Cysteinchlorhydrat oder Thioglykol- 
siure. Zur Beférderung der Suspension wurden in jedem Falle 0.4 g¢ 
Gummiarabikum, welches praktisch jodfest war, hinzugefiigt. Die 
mit Wattepfropfen lose verschlossenen Eprouvetten wurden dem 
diffusen Tageslicht in einem offenen Trockenschrank, dessen Temperatur 
bei 37 bis 39° gehalten wurde, ausgesetzt. Nach gewissen Zeitriumen 
wurden Proben der einzelnen Lésungen filtriert und jedes der Filtrate 
in zwei Teile geteilt. Der eine Teil wurde auf freies Jod untersucht 
(1 Tropfen 10° ige KJ-Lésung, 2 Tropfen Stirkeliésung), der andere 


Tabelle I. 
(W bedeutet Suspension in Wasser, C bei Anwesenheit von Cystein, 
Th von Thioglykolsaéure.) 





Stunden : 3 6 H/o I1l/y 301) 33 45 a9 
W — — - — on — 
Jodoform - ms ir ra me pare 
Cystin — — see am 4 _ 
| W os —_ — tis “ + 
Jodol Cc wane — xk xc a 
S 2 ee te Be rs 44 
Europhen - Cc ee 
| Th oo 
| Ww — — . = io 
Aristol - - - C a uh. okt 
Th _ — + + ++ 
Ww —_— —_ - tt 
Nosophen Cc se do big Sie _ y = 
ln aE) RNA ARR TS SR gh OseaaES aba 
{ Ww — —_ _ a ee : _ Rae 
Vioform C — . eas snes r 4 4. .* 
| Th “— — — — + t + + 
* Nach 5 Tagen ++. ** Nach 4 Tagen ++. 
+ Nach 5 Tagen —. +t Nach 4 Tagen 


* D. R.-P. Nr. 117767; Chem. Centralbl. 1901, I, 429. 
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auf lésliche Jodide. Dabei wurde so verfahren, daB die zu untersuchende 
Probe zuerst mit 2 Tropfen verdiinnter H,SO, versetzt und dann 
vorsichtig mit einer starkehaltigen wiisserigen NaNO,-Liésung iiber- 
schichtet wurde. Solange noch freie Thiosiure, die Jod verbrauchte, 
vorhanden war, entstand eine fliichtige, rasch verschwindende Blau- 
farbung. Nach langerer Zeit, wenn die Thiosiure schon vollstindig 
ins Disulfid iibergegangen war, blieb die Blaufarbung bestehen. Mit 
Ausnahme des Europhens, das schon vor Beginn der Einwirkung etwas 
freies Jod und lésliche Jodide an Wasser abgab, wurde in keinem Falle 
freies Jod gefunden, weshalb sich die in Tabelle | zusammengefaBten 


Angaben immer nur auf H,O-lésliche Jodide beziehen. bedeutet 
Nichteintreten der Starkeblauung; ganz schwache, sofort ver- 
schwindende, — deutliche, aber wieder verschwindende und — deut- 


liche, bleibende Blaufarbung. 


Ein anderer mit Jodoform bei 20° durchgefiihrter Versuch wurde 
auf langere Zeit ausgedehnt, um zu erkennen, ob sich doch freies Jod 
nachweisen liebe. Wie aus Tabelle I] hervorgeht, war das jedoch nicht 
der Fall. 

Tabelle II. 





lage 
Priifung auf ~ . 
2 3 5 7 ) 
CHJ, suspendiert in H,O -| 4? ete 5: fe = 
- ae | Jo - - — 
H, 0 + Cystein 77 Salleh ide | ands | ted 


bh) Quantitative Versuche. 


In wiasserigen Suspensionen laBt sich die Zersetzung nicht quan- 
titativ verfolgen. Daher wurden einige Versuche mit Lésungen von 
Jodoform in Schwefeliohlenstoff und Athylither vorgenommen. Es 
handelt sich dabei natiirlich nur um Modellversuche, deren Ergebnisse 
aber jedenfalls einen SchluB auf die in Wirklichkeit stattfindende 
Reaktion gestatten. Zuerst wurden etwa 0,02 n Jodoformlésungen 
in CS, und Ather mit und ohne Thioglykolsiure dem diffusen Tageslicht 
ausgesetzt. 

0,7 bis 0,8 g Jodoform wurden in rotem Licht genau abgewogen 
und in einem mit eingeschliffenem Glasstopfen versehenen 100-cem- 
MeBkolben in den betreffenden Lésungsmitteln gelést, und zwar ent- 
weder in 100 cem CS, bzw. Ather oder in 98 ccm des Lésungsmittels 


und 2ccm der Thioglykolsiurelésung. Diese wurde durch Auflésung 
von reiner Thioglykolsiure in einem Gemenge von 20 ccm CS, und 
5 cem Ather (zur Beférderung der Léslichkeit) hergestellt. 2 ccm dieser 
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Lésung verbrauchten 5,14 ccm n/10 Jodlésung. Die Thioglykolsaure- 
lésung war demnach 0,257 n. Die Lésungen wurden in den verschlossenen 
MeBkolben unter haufigem Umschiitteln der Zersetzung durch diffuses 
Licht ausgesetzt. In gemessenen Zeitraumen wurden je 10 ccm der 
zersetzten Lésungen in 100 cem ganz verdiinnter K J-Lésung einflieBen 
gelassen und mit n/100 Na,S8,O0,-Lésung gegen Starke titriert (vgl. 
dazu Plotnikow,a.a.O.). Solange die Thiosaure durch das in Freiheit 
gesetzte Jod nicht ganz oxydiert worden war, verbrauchten die Proben 
natiirlich Jod und wurden mit n/100 Jodlésung titriert. Der oben 
mitgeteilte Jodverbrauch der Thioglykolsdurelésung minus Jodverbrauch 
der einzelnen Proben ergab das aus dem Jodoform frei gewordene Jod. 


Versuch 1. 
a) 100 cem Schwefelkohlenstoff, 0,7818 g Jodoform. 





Stunden: 2 4 24 48 72 96 122,5 144 169 240 


ecm n 100 NagS,0, 0,93 | 1,12 | 3,24 563 652 8,01 9,20 10,11 12,80) 16,23 
Frei sew orden. Jod 
in °,, des Gesamt- | 


jods. .... .11,6 {1,9 |5,4 |88 |11,0 (134 | 155 | 169 | 21,4 | 27,2 


to 


b) 98cem CS, und 2cem der Thioglykolsaurelésung (0,257 n), 0,7947 g 
Jodotorm. 





Stunden : 2 4 4 48 72 96 122.5 144 169 240 


ecm n/100 Lésung. 3,81 | 3,51 | 0,67 5,08 7,26 9,13 11,21 14,02 15,76 | 18,56 





(Jod) (Nag Sq 03) 
Frei geworden. Jod 
in % des Gesamt- 
jods..... .|22 [2,7 |74 (84 (120 (15,1 (185 |23,1 | 26,0 | 30,7 


Versuch 2 


a) 100cem Ather, 0,7835 ¢ Jodoform. 





Stunden: 19 435 675 915 116.5 143.5 164 288 
cem n/100 Na,S,0;. 0,72) 1,32! 2,92) 385 5,20 6,00 6,44 18,93 


Frei gewordenes Jod 
in % d. Gesamtjods 1,2 2,2 4,9 6,4 87 10,0 108 31,7 


b) 98 cem Ather und 2 ccm Thioglykolsdurelésung, 0,7807 g Jodoform. 





Stunden : 19 435 67,5 915 116.5 143.5 | 164 288 


com n 100 Lisungen | 3,95 2,85 1,57| 0,74 642 7,385 815 19,81 
(Jod) (Nag Sq Os) 





Frei gewordenes Jod 
in®, d.Gesamtjods 2.0 3,9 6,0 74 108 124 13,7 33,3 
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Es zeigte sich, daB CHJ,-Atherlésungen sich nicht ohne weiteres der- 
artig titrieren lassen. Im MaBe als der Ather verdampft, scheint sich 
das Jodoform sehr schnell zu zersetzen, und es ist unméglich, zu einem 
Endpunkt zu gelangen. Dem kann aber durch den einfachen Kunst- 
griff abgeholfen werden, daB vor der Titration der Atherprobe 5 ccm 
CS, zu dem Titriergemisch hinzugesetzt werden, wodurch der gréBte 
Teil des Jodoforms unter die Wasserschicht gebracht wird. 

Die verwendeten Lésungsmittel waren gereinigt und frisch de- 
stilliert. Die Temperatur aller Versuche lag bei 20 bis 22°. 

Die soeben beschriebenen Versuche weisen darauf hin, daB nicht 
nur die Thioglykolsdure, sondern auch ihr Disulfid COOH .CH,.S 
.$.CH,. COOH befahigt sind, die Abspaltung von Jod aus Jodoform 
zu beschleunigen. Es wurde daher eine dritte Versuchsreihe —- diesmal 
in konzentrierterer, 0,04 normaler, Jodoformlésung —- unternommen, 
wobei der einen Lésung von Anfang an frisch dargestelltes Disulfid 
hinzugesetzt wurde. Die iibrigen Bedingungen waren unverandert. 


Versuch 3. 
a) 50 cem Schwefelkohlenstoff, 0,7771 g Jodoform. 





i 
Stunden : 25 46.5 72 96 119 144.5 169 192 2145 


ecm n/100 Na,8,0, 1,09! 3,93 485 5,57 6,65 7,74 9,26 1045 12,04 
Frei gewordenes Jod 

in °% des Gesamt- 

OO Reta ay at 1,7 6,6 8.0 94 (11,2 | 18,1 | 15,7 (17,6 | 20,3 


b) 45eem Schwefelkohlenstoff und 0,3 g (CO,H .CH,. 8), in 5 cem Ather; 
0,7762 ¢ Jodoform. 





Stunde: 25 46,5 | 72 6 119 144.5 169 192 214,5 
a 
com 0 100 NagSg Ox 1,81 4,09) 530 6,04 7,28; 8,50 10,41 11,08 12,72 
Frei gewordenes Jod ' 
in % des Gesamt- 


SE. ale. . | 3,9 6,9 90 (102 123 (144 17,6 18,7 21,5 
Auch das Disulfid wirkt also beschleunigend. Daf die Zersetzung 


in konzentrierteren Lésungen langsamer vor sich geht, steht im Einklang 
mit friiheren Beobachtungen!. 


Diskussion. 
Die qualitativen Versuche haben ergeben, da Cystein und Thio- 
glykolsaure die Zersetzung der Jodverbindungen beschleunigen. Jodo- 
form ohne Cystein beginnt erst nach 5 Tagen sich zu zersetzen, mit 


1 C. Schuyten, Chem. Centralbl. 1900, LI, 1007. 
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Cystein nach 3 Stunden. Jodol ist nach 5 Tagen noch unzersetzt; bei 
Anwesenheit von Cystein beginnt die Zersetzung nach 1'/, Tagen. 
Aristol zersetzt sich nach 30 Stunden, mit Cystein nach 6 Stunden usw. 
Dal Cystein aktiver ist als Thioglykolsaure stimmt mit den Befunden 
Thunbergs iberein. Durch Beimischung des allerdings véllig unléslichen 
Disulfids Cystin (CO,H . CH . CH, . 8), konnte keine Anderung hervor- 
NH, 
gerufen werden. An Zersetzlichkeit stehen die untersuchten Ver- 
bindungen in folgender Reihe: Europhen (enthalt 28,1°, Jod), Jodo- 
form (96,7 °, Jod), Aristol (46.2 °, Jod), Vioform (39,5°,, Jod), Jodol 
(89,0°%, Jod), Nosophen (61,8°, Jod). Der Jodgehalt der einzelnen 
Verbindungen scheint demnach mit ihrer Zersetzlichkeit in keinem 
Zusammenhang zu stehen. Bei den aromatischen Jodverbindungen 





NSD 
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% freies Jod 
NS 
8 


1§ 
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—E =) 
120 180 240 Stunden 
Abb. 1. 
Versuch la und Ib. 


bewahrheitet sich die Anschauung Frdnkels (vgl. Einleitung) aufs 
beste: Europben und Aristol, bei denen man das Vorhandensein einer 
—OJ-Gruppe vermuten darf, sind viel zersetzlicher als Vioform und 
Jodol, die kernsubstituierte Heterozyklen sind. Nosophen ist praktisch 
unzersetzlich. Wir diirfen also annehmen, daB seine antiseptische Kraft 
nicht auf einer Jodwirkung beruht. 

Bei keiner der untersuchten Verbindungen (mit Ausnahme des 
Europhens) konnte eine Abscheidung freien Jods wahrgenommen 
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werden. In allen Fallen handelte es sich um wasserlésliche Jod- 
verbindungen, wahrscheinlich Jodide. Das freie Jod, welches ja ur- 
spriinglich entstanden sein muBte, denn es reagierte mit den Thiosauren, 
wurde anscheinend auch nach vélliger Oxydation derselben in statu 








nascendi reduziert. In wasserfreien Lésungsmitteln hingegen kann, 
[ re 
qs qa 
do 
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g 
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r 60 120 180 200 Stunden 
Abb 2. 
Versuch 2a und 2b 
| 
25 me 
Ha 
60 120 990  +~280 Stunden 


Abb. 3. 
Versuch 3a und 3b. 


wie unsere quantitativen Versuche zeigen, die Abscheidung des Jods 
verfolgt werden. In jeder der Abb. 1, 2 und 3 sind die Zeit und das 
freie Jod als Prozente des Gesamtjods als Koordinaten genommen. 
Ein Vergleich der Kurven Ia und Ib, Ila und IIb, Illa und IIIb zeigt , 
da in jedem Falle die Zersetzung in Anwesenheit der Thiosiure rascher 
vor sich geht. In konzentrierteren Lésungen ist die Zersetzungs- 
geschwindigkeit niedriger. 
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In dieser Zersetzung der Jodverbindungen unter dem Einflu} 
gewisser Thiokérper bietet sich méglicherweise eine Erklarung fiir den 
Zerfall derartiger Antiseptica bei ihrer praktischen Anwendung. Viele 
Aufbaustoffe des Kérpers enthalten organischen Schwefel und es ist 
durchaus méglich, daB sie beim Kontakt mit den Antisepticis in Aktion 
treten. Es ist allerdings ungewiB, ob man — wenn diese Erklarung 
richtig ist —- tiberhaupt mit Binz (l.c.) von einer Jodwirkung der 
Antiseptica sprechen darf; man miiBte sie eigentlich eine Jodidwirkung 
nennen. 

Um welchen chemischen Vorgang es sich bei dieser Zersetzung 
der Jodverbindungen handelt, ist ungewiB. Es ist unwahrscheinlich. 
daB es ein einfacher ReduktionsprozeB ist. Man sollte glauben, dai 
in diesem Falle die doch recht leicht oxydierbaren Thiosauren schneller 
in ihre Disulfide umgewandelt werden miBten. Bei verschiedenen 
Thiokérpern sind Anlagerungsverbindungen vom Typus (RSH),... J, 
bzw. (S: CR,),...J, beobachtet worden!. Es ist méglich, daB solche 
Molekiilverbindungen bei den oben beschriebenen Reaktionen eine 
Rolle spielen. 

Zum SchluB méchte ich den Herren Dr. G. Akerlaf und Prof. 
Dr. T. B. Johnson fiir verschiedene Anregungen meinen herzlichsten 
Dank aussprechen. 


Zusammenfassung. 


1. Die Zersetzuhg der Jodantiseptica: Jodoform, Jodol, Europhen. 
Aristol, Nosophen, Vioform in wasserigen Suspensionen und diffusem 
Licht bei 37° wird untersucht. 

2. Es wird gezeigt, daB bei Anwesenheit von Cystein und Thio- 
glykolsiure diese Zersetzung betrachtlich beschleunigt wird. 

3. Freies Jod ist in den wasserigen Suspensionen nicht nachweisbar. 

4. Die Zersetzung des Jodoforms in Schwefelkohlenstoff- und 
Atherlésungen mit und ohne Thioglykolsaure wird quantitativ verfolgt. 

5. Es wird wahrscheinlich gemacht, daB die Jodabspaltung aus 
den Antisepticis bei Beriihrung mit Eiwei8 usw. ihre Ursache in einer 
katalytischen Wirkung hat, die gewisse, auch im Eiwei enthaltene 
Thioverbindungen auszuiiben imstande sind. 


1 E. A. Werner, Journ. Chem. Soc. 101, 2166, 1912; E. Chargaf}, 
Dissertation |. c. 
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Einwirkung von Licht auf Melanin und o-Dioxybenzolstoff' 
im Hautskelett von Kifern. 


Von 
Hans Schmalfuf und Helene Barthmeyer. 


(Mitteilung aus dem Chemischen Staatsinstitut Hamburg, Universitat.) 
(Eingegangen am 12. August 1929.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 

Aus theoretischen Erwagungen heraus hatten wir unseren ver- 
erbungs- und entwicklungschemischen Arbeiten? fiir Beispiele tierischer 
und pflanzlicher Melaninbildung o-Dioxybenzolstoff als Melanogen* 

/ 


1 1. Der vorlaufige Sammelbegriff ,,o -Dioxybenzolstoff soll alle 
diejenigen Stoffe decken, die mit wasseriger Eisen(III)-chloridlésung ein 
Grin entstehen lassen, das dann mit wasseriger Natriumcarbonatlésung 
in ein Rot umschlagt. 

2. Ist o-Dioxybenzolstoff nicht nachweisbar, so ist er praktisch nicht 
vorhanden, da die Reaktion noch 2,95.10—-7¢ ogDioxybenzolstoff (be- 
rechnet auf |-$-3, 4-Dioxyphenyl-a-aminopropionsaure 


on H H 
HO _cC—Cc—C—0 ) 
H N—O 
Hy 4H 


in 0,01 cem Wasser erfaBbt. - 

2 H. SchmalfuB, Zeitschr. f. indukt. Abstammungs- und Vererbungs- 
lehre 41, 111 bis 112. 1926; H. SchmalfufB und H. Werner, ebendaselbst 41, 
285 bis 358, 1926; H. Schmalfuf, Naturwiss. 15, 453 bis 457, 1927; 16, 
209 bis 219, 1928. 

3 Der vorliufige Sammelbegriff ,,Melanogen‘: soll alle diejenigen 
Stoffe decken, die einen Fermentpriifstreifen vom Mehlkafer (Tenebrio 
molitor L.) bréunlich, graulich bis schwarz, also melaninartig anfiarben. 
Das sind nicht nur phenolartige Stoffe, sondern auch manche andere. 
Allerdings farben diese anderen nicht phenolartigen Stoffe nur sehr schwach, 
in m/100-Lésung im allgemeinen schwiicher als dem Farbton 08 ig des Ost- 
waldschen Farbenatlasses entspricht. 

Ob nur ein Melanogen oder mehrere, ob insonderheit nur ein o-Dioxy- 
benzolstoff oder mehrere, einzeln oder gemeimsam vorkommen, ist fiir 
die vorliegende Untersuchung belanglos. Hierauf soll daher der Einfachheit 
halber im folgenden keine Riicksicht genommen werden. 
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zugrunde gelegt. Denn in anderen Phenolklassen wird nicht so schnell 
oder nicht so dunkles Melanin gebildet oder die Wasserstoffionen- 
aktivitat hat nicht eine so groBe regulierende Bedeutung wie bei den 
0-Dioxybenzolstoffen. 

Unsere Wahl legte uns die Verpflichtung auf zu zeigen, wie weit 
0-Dioxybenzolstoff als Melaninbildner im Organismenreich verbreitet 
ist. Aus den Maikifern! (Melolontha melolontha L. und hippocastani F.) 
und Gespinsten eines Nachtpfauenauges (Samia cecropia L.)? hatten 
wir bereits das 3,4-Dioxyphenyl-a-alanin isoliert. Kiirzlich arbeiteten 
wir eine Mikromethode aus*, die es gestattet, o-Dioxybenzolstoff 
noch im hundertsten Teil eines Fiihlergliedes mittelgroBer Kafer mit 
Sicherheit nachzuweisen. Mit Hilfe dieser Methodik wiesen wir zuniichst 
in 176 von 211 Kaferarten (83,4 °,,) oder in 70 von 74 Familien (94,6 °,) 
aller Erdteile o-Dioxybenzolstoff nach. 

Dieser 0o-Dioxybenzolstoff wird, wie wir am Beispiel des Speck- 
kafers (Dermestes vulpinus Fbr.) zeigten, in Larve, Puppe und Imago 
auch dann gebildet, wenn die Nahrung frei davon ist. Wahrend die 
Kier z. B. des Speckkifers und des Mehlkifers (Tenebrio molitor L.) 
keinen o-Dioxybenzolstoff enthalten, kann das Hautskelett erwachsener 
Kafer schatzungsweise 5 °,, (berechnet als Dioxyphenyl-alanin) erreichen. 

Bemerkenswert ist, daB der o-Dioxybenzolstoff im Verlauf der 
Entwicklung dieser Kafer jeweils bei der Haiutung mit dem alten 
Hautskelett vollstandig abgestoBen und dann jeweils langsam neu 
gebildet wird, in dem Mabe, wie das Hautskelett harter und dunkler 
wird. In der Regel besteht ein auffalliger Parallelismus zwischen der 
jeweils gebildeten Menge Melanogen und Melanin sowie der Wider- 
standsfihigkeit des Hautskeletts gegen mechanische Einwirkungen. 
Die Bedingungen fiir das Entstehen von Melanin in den Fliigeldecken 
sind offenbar meist ungiinstig’. Denn nur so ist es verstandlich, dal 
jeweils nur ein Teil des gebildeten Melanogens in Melanin tibergeht. 
Auch im Endstadium der Entwicklung sind Melanogen und Melanin 
meist gleichzeitig nebeneinander im Hautskelett vorhanden. Beide 
halten sich auch jahrzehntelang unverindert, wenn die toten Kafer 
trocken und dunkel aufbewahrt werden. 

Dagegen bleichen die Kafer, wie man weif, im Laufe der Jahre 
aus, wenn sie dem Tageslicht ausgesetzt sind. Dieser Vorgang des 


1 H. SchmalfuB und H. Werner, Ber. 58, 2763 bis 2764, 1925; 
H. SchmalfuB und H.-P. Miiller, diese Zeitschr. 188, 362 bis 368, 1927. 

2 H. Przibram und H. Schmalfuf mit H.-P. Miller und K. Spitzer, 
diese Zeitschr. 187, 467 bis 469, 1927. 

3 H. SchmalfuB und H. Barthmeyer, Zeitschr. f. indukt. Abstaramungs- 
und Vererbungslehre (im Druck) 1929. 

4 Hierauf werden wir in Kiirze eingehen. 
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Ausbleichens gab uns Gelegenheit zu priifen, ob der Zerstérung des 
dunklen Melanins auch eine Zerstérung des farblosen Melanogens 
parallel geht. Da sich beide Stoffe in ihrem Absorptionsvermégen 
fiir Licht wesentlich unterscheiden, brauchte dieses durchaus nicht 
der Fall zu sein. Es hatte sogar die Menge des Melanogens anwachsen 
kénnen, sei es auf Kosten des Melanins oder, was naher lag, auf Kosten 
einer Vorstufe des Melanogens. 

Um den EinfluB des Lichtes einwandfrei feststellen zu kénnen, 
wahlten wir aus einer Schausammlung! gebleichte Exemplare nur 
solcher Kafer aus, die normal ausgefarbt und unbelichtet o-Dioxybenzol- 
stoff enthalten. Wie die Abbildung zeigt, untersuchten wir Kifer 


verschiedener Bleichungsgrade?. 


mei aul 
S,egai': 


Abb. 1 
Das gebleichte Exemplar befindet sich jeweils rechts vom normal gefirbten. In der untersten 
Reihe sind die vier rechten Kifer gebleicht. 


Wir verwandten zur Untersuchung die Fliigeldecken, da in diesen 
der Nachweis des Melanogens, insonderheit des o-Dioxybenzolstoffs, 
am leichtesten gelingt®. Die Fliigeldecken wurden in einer mdéglichst 
kleinen Reibschale staubfein gepulvert und mit der geringst méglichen 
Menge Wassers in ein kleines Réhrchen iibergefiihrt. Dann wurde 


1 Wir danken Herrn Dr. E. Titschack vom Zoologischen Museum, 
Hamburg, der uns in liebenswiirdiger Weise mit Material unterstiitzt hat. 

2 Die gebleichten Kafer waren etwa 30 Jahre dem Tageslicht aus- 
gesetzt gewesen. 

3 H. SchmaljufB und H. Barthmeyer, Zeitschr. f. indukt. Abstammungs- 
und Vererbungslehre (im Druck) 1929. Siehe hier alle Einzelheiten der 


Methodik. 
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Untersuchter Kifer Untersuchter K 
Z 
Grobte Grote Die 
= Familie Gattung Art Autor Linge Breite ricke 
norma! 
em emi em 
| Carabidae Platynus dorsalis  Pontopp 2 040 O15 <0,01 ledergelb,du 
braun getle 
2 e Amara cursitans Zimm. 1 055 025 <0,01 tief dunkelbr: 
3  Dytiscidae Ilybius  subaéneus Er. 1 0.94 035 <0,01 schwarz, 
Durchsicht | 
4 = Rhantus  exoletus Forst 1 0,83 0,34 <0,01 dunkelbrau 
bis gell 
5 Silphidae —Phos- atrata L. 1 O88 0.44 <0,01 braun 
phuga a.brunnea Hbst. 
6 Seara- Aphodius fimetarius Lin. 1 0.44 0,24 0,01 dunkelrotbr 
baeidae 
7 Nitidu- Soronia grisea Linn. 2 0,33 0,14 0,01 graubrau: 
lidae 
8 Curcu- Lixus para- Lin. 1 1,20 0,21 0,014 schwarzgrii 
lionidae plecticus 


9 Ipidae Hylurgus ligniperda For. 2** 0,34 014) 0,01. dunkelbra 


* In der Spalte .Farbe des Priifstreifens* sind die Farbtéine gemessen nach dem Ost wal 


a) Braun-Reihe: 


briiunlicher Schimmer . . 08 eb purpurbramm ..- «ss 13 ni 
briunlich. . ... 6. ++ 4 OR ee | eee ee ee 13 pi 
hellbraun. . ....ee- skf 

** Acht gebleichte Fliigeldecken in 0,04 ecm Wasser. *** Gegenprobe mit wenig Brenzkate 


das Réhrchen fiir 2 Minuten in ein siedendes Wasserbad getaucht, 
um das Melanogen zu lésen und schidliches Ferment zu zerstéren. 
Das abgekiihlte Filtrat wurde mittels der Priifstreifenmethode! auf 
Melanogen und mittels der bekannten von uns verfeinerten Eisen(IIT)- 
chlorid/Natriumcarbonatreaktion? auf  o-Dioxybenzolstoff — gepriift. 
Gebleichtes und ungebleichtes Exemplar wurden stets’ gleichzeitig 
untersucht und die Farbungen unmittelbar verglichen. Die Ergebnisse 
sind in der vorstehenden Tabelle zusammengefaBt. 


1 K. Hasebroek, Fermenttforschung 7, 1 bis 13, 1923. 

2 H.SchmalfuB und H. Barthmeyer, Zeitschr. f. indukt. Abstammungs- 
und Vererbungslehre (im Druck) 1929. Siehe hier alle Einzelheiten der 
Methodik. 
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rk Reaktionen des Extraktes 
Eisenchlorid/Natrium- ; ‘ , Reaktion gegen 
I tts Bann earbonatreaktion Farbe des Priifstreifens Lackmus 
Menge re 
] = Wasser normales  gebleichtes normatles gebleichtes normales ° 
rl ' tes : on ad wT a 5 . . nee es 
. tes Tier com lier lier lier lier lier = 
elb, dundieif. sehr 0,05 (+) . graulich braunlicher nicht nicht 
n gete@och hellgelb hellbraun Schimmer sauer  sauer 
inkelbrifimalb, schwaeh) 0,08 * braunlich braunlicher ebenso ebenso 
yraunlich Schimmer 
rz, lbraunlich | 0,20 hellbraun braunlich sauer 
sicht | 
kelbra “BPbraunlich | 0,10 +++ + hellbraun graulich nicht 
8 geil hellbraun sauer 
braun hellgelb 0.06 A purpurbraun graulich sauer 
hellbraun 
elrotbr braunlich 0.06 + ) braun graulich nicht 
‘ hellbraun sauer 
ubraur P}labgelb 0,03 +es graulich braunlicher ebenso . 
}riunlichem hellbraun Schimmer 
Fieck 
varzerue|h, schwach 0,08 - . graubraun graulich sauer  sauer 
briunlich hellbraun 
kel braucf} laboelb 0,03** (+) graulich braunlicher nicht nicht 
braunlichem hellbraun Schimmer sauer  sauer 
Anflug 
twal tlas. 
b) Grau-Reihe nicht nachweisbar 
graulich hellbraun . .O8 fe («) schwach, aber sicher »ositiv 
graubraun ........pi positiv 
== stark positiv 
zkiate = sehr stark positiv 
Die Untersuchung ergab, daB Melanin und Melanogen in den Fliigel- 
. decken der Kafer etwa in gleichem MaBe durch das Tageslicht zerstért 
f wurden. Bei Exemplaren, deren Dunkelbraun nur wenig gebleicht 
. war (s. Tabelle, Nr. 6) konnten wir noch ein wenig o-Dioxybenzolstoff 
nachweisen. Dagegen war bei solchen Tieren, deren Grundfarbe min- 
! destens bis zum hellen Gelb gebleicht war (s. Tabelle, Nr. 1 bis 7), kein 
8 0-Dioxybenzolstoff mehr (mit Hilfe der Eisenchlorid/Natriumearbonat - 
reaktion)! nachzuweisen. Das Licht zerstérte aber bei der gewihlten 
Versuchsdauer das Melanogen nicht vollstandig. Denn auf den (etwa 
18mal) empfindlicheren Priifstreifen entstand auch mit den Extrakten 
r 1 Noch 0,01 cem einer m/6666-Lésung von o-Dioxybenzolstoff geben 
eine deutliche Reaktion. 
6* 
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fast farblos gebleichter Tiere noch Melanin. Normal gefarbte Tiere 
farben den Priifstreifen aber deutlich starker und andersartig!. Z. B 
sind bei Phosphuga atrata L.a. brunnea Hbst. (s. Tabelle, Nr. 5) die Priif- 
streifen des normalen Tieres purpurbraun, die des gebleichten Tieres 
graulich hellbraun. 

Ferner priiften wir den EinfluB des Lichtes auf die mechanische 
Beschaffenheit der Fliigeldecken, um gegebenenfalls die Giiltigkeit 
der erwahnten Beziehung zwischen Gehalt an o-Dioxybenzolstoff 
und mechanischer Beschaffenheit des Hautskeletts weiter einschriinken 
zu kénnen. Das war aber nach dieser Richtung hin nicht nétig, denn 
die gebleichten Fliigeldecken ohne o-Dioxybenzolstoff waren im Ver- 
gleich zu den normal gefarbten auffallig briichig und hatten ihre 
Elastizitat fast ganz eingebiiBbt. Dieser Befund spricht nur nicht gegen 
die erwahnte Regel. Denn wenn das Ergebnis auch in der erwarteten 
Lichtung liegt, so kann doch die Wirkung des Lichts mannigfaltig sein. 

Friiher berichteten  wir*®, daB man _ o-dioxybenzolstoffhaltigen 
Fliigeldecken, nach dem Pulverisieren und nach erschépfender Ex- 
traktion mit Wasser, nun durch 10% ige Salzsiure noch mindestens 
die gleiche Menge o-Dioxybenzolstoff entziehen kann. Dieser letzte 
Teil des o-Dioxybenzolstoffs ist in den Fliigeldecken chemisch oder 
mechanisch in besonderer Weise festgelegt!. Er ist aber der Zerstérung 
durch Licht auch zugiinglich, da die gebleichten Fliigeldecken iiberhaupt 
keinen 0-Dioxybenzolstoff mehr enthalten. 


Zusammenfassung. 

1. Licht zerstért in Fliigeldecken von Kiafern in gleichem Mabe 
Melanin und Melanogen, insonderheit o-Dioxybenzolstoff, und macht 
die Fliigeldecken briichig. 

2 Auch der fester ,.gebundene Teil des o-Dioxybenzolstoffs ist 
der ‘Zerst6rung durch Licht zuginglich. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken wir fiir 
die gewahrte Beihilfe zu dieser Arbeit. 


! Hierauf werden wir in Kiirze eingehen. 
2 H. Schmalfup und H. Barthmeyer, Zeitschr. f. indukt. Abstammungs- 
und Vererbungslehre (im Druck) 1929. 
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Zur Technik der 
physiologischen Wertbestimmung von Ergosterinpriparaten. 


Von 
J. van Niekerk und J. W. R. Everse. 


(Aus dem Pharmacotherapeutischen Institut der Reichsuniversitat Leiden, 


Holland.) 
(Eingegangen am 12. August 1929.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Seit einigen Jahren haben wir uns mit biologischen Wert- 
bestimmungen zur Unterstiitzung von physikalischen Untersuchungen 
liber die Konstitution des antirachitischen Vitamins _ beschiiftigt, 
welche von dem Laboratorium fiir wissenschaftliche Untersuchungen 
der Philipsfabriken, Eindhoven, vorgenommen wurden. Die Ver- 
6ffentlichung der Resultate dieser Experimente wird demnachst statt- 
finden kénnen. Unsere Aufgabe ist es dabei gewesen, mehrere in ver- 
schiedener Weise bestrahlte Ergosterinprodukte unter anderem auf 
ihre antirachitische Wirkung zu priifen. Die Methodik, welcher wir 
uns dabei bedienen, wollen wir hier kurz beschreiben, weil sie in einem 

zwar rein technischen —- Unterteil gegeniiber den bisher angegebenen 
Methoden eine Verbesserung bedeutet. 

Vor kurzem hat noch F. Flury (1) in einer Mitteilung eine. Chersicht 
der wichtigsten Standardisierungsprinzipien des Vitamins D gegeben. 
Wir verzichten deshalb auf eine Besprechung der Literatur. Nur 
méchten wir folgendes bemerken. 

Bei der physiologischen Wertbestimmung eines Mittels, welches 
eine bestimmte menschliche Krankheit therapeutisch beeinflussen 


soll, ist immer die Untersuchung am kranken Menschen als die ideale 
Methode zu betrachten. Meistens ist diese fiir praktische Zwecke 
nicht durchfiihrbar. Es kommt dann als nachstbeste Methode die 
Untersuchung an experimentell krankgemachten Tieren in Betracht, 
d. h. in unserem Falle die Untersuchung an der experimentellen Ratten- 
rachitis. Man muB sich dabei klarmachen, daB diese experimentelle 
Krankheit nicht mit der menschlichen Krankheit identisch sein kann 
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und immer ein Ersatz bleibt. Wenn das so ist, dann muB unbedingt 
die Anforderung gestellt werden, daB man bei dieser experimentellen 
tattenkrankheit als therapeutisches Merkmal dasjenige Krankheits- 
symptom benutzt, welches der menschlichen Krankheit am niichsten 
kommt, und das sind die Knochenverinderungen. 

Andere Merkmale, wie z. B. die H-Ionenkonzentration der Fiazes 
zu benutzen, halten wir schon auf Grund theoretischer Uberlegungen 
fiir unrichtig. Ubrigens hat auch Oser (2) vor einigen Monaten letzt- 
genannte Methode auf Grund von Untersuchungen, welche zeigten, 
daB ein Parallelismus zwischen Rachitis und py der Fiizes nicht besteht, 
abgelehnt. 

Als Kriterium fiir die antirachitische Wirkung haben wir also 
die Verainderungen in dem Zustand des Knochengeriistes von rachi- 
tischen Ratten gewahlt, und zwar haben wir die Entwicklung der 
charakteristischen Merkmale und ihr Verschwinden bzw. ihr Fort- 
bestehen nach Verabreichung des zu priifenden Praparats an der Hand 
von Réntgenogrammen verfolgt. Das Kontrollieren der eventuell 
eingetretenen Heilung der Rachitis mit dem ,,line-test‘ von MeCollwm. 
wie auch mit analytisch-chemischen Methoden, hat den nicht geringen 
Nachteil, daB die Versuchstiere zu diesem Zwecke getétet werden 
miissen. 

Im groBben und ganzen stimmt unsere Methode iiberein mit dem 
1928 von Poulsson und Lévenskjold (3) publizierten Verfahren. 

Jungen Ratten wird im Alter von 4 bis 5 Wochen eine rachitogene 
Kost verabreicht, welche bekannt ist als Steenbocks Diat, Nr. 2965. 
3 oder 4 Wochen spiter werden Réntgenbilder von diesen Tieren her- 
gestellt, um festzustellen, in welchem AusmaB sich bei ihnen Rachitis 
entwickelt hat. Meistens kénnen dann deutlich die charakteristischen 
Erscheinungen in den Metaphysén der Knochen angetroffen werden. 
Einem Teile der Tiere aus einem Wurfe wird dann die zu_priifende 
Substanz zugefiihrt, wihrend die tibrigen als Kontrolltiere gehalten 
werden. Alle Ergosterinpriiparate werden in Sesam6l verabfolgt, und 
zwar wird jede therapeutische Dosis in 0,1 cem Ol gelist. Das Sesamél 
selber wird immer bei einigen Kontrolltieren auf eine etwaige anti- 
rachitische Wirkung kontrolliert. Fiir die Verabreichung der Olgaben 
verwenden wir eine Rekordspritze mit einer starken, abgeschliffenen 
Nadel, womit die Ole den Tieren in den Mund gespritzt werden. Am 
7., 10. und 14. Tage nach Anfang der Darreichung des Priaparats werden 
zur Feststellung der therapeutischen Wirkung aufs neue von Versuchs- 
und Kontrolltieren Réntgenogramme hergestellt. 


Der umstiandlichste Teil der Methode ist zweifellos die wiederholte 
Herstellung der Réntgenbilder. Wir haben deshalb ein Verfahren 
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ausgearbeitet, das schnelles und fiir Menschen und Tiere ganz gefahr 
loses Arbeiten ermdéglicht. 

Die von uns angewandte Methodik ist dadurch méglich geworden, 
daB wir iiber die neue Apparatur verfiigen, welche die Philipswerke 
fiir die Réntgenographie in der allgemeinen Praxis hergestellt haben. 
Sie besteht aus ciner Metalixréhre, welche von der Netzspannung 
mittels eines kleinen Transformators betrieben wird. Man kann sie also 
an jeder beliebigen Stelle verwenden. 

Was die Apparatur auch fiir unseren Zweck sehr geeignet macht, 
ist der Umstand, da die Réhre und simtliche Nebenapparate, wovon 
Abb. 1 eine Ubersicht gibt, alle isoliert und geerdet sind, so daB sie 





Abb. 1. Ubersicht der gesamten Apparatur in der you uns verwendeten Anordnung 


ohne irgendeine Gefahr beriihrt werden kénnen. Weiter ist die Um- 
gebung vollig gegen Réntgenstrahlen geschiitzt. Die Strahlen konnen 
nimlich nur durch cin kleines Fenster aus der ganz aus Metall her 
gestellten Réhre austreten. Bei unseren Aufnahmen nehmen wir tiber- 
dies noch einen zylindrischen (fiir die Hinterpfoten) oder einen konischen 


(fiir die Vorderpfoten) Tubus aus Bleiglas zu Hilfe, wie aus den Abb 2 


und 3 zu ersehen ist. Es ist dadurch ausgeschlossen, dais die Hinde 
des Helfers, der das Tier wahrend der Aufnahme fixiert, von Réntgen- 
strahlen geschadigt werden kénnen. 

Die ganzen Tiere zu photographieren, kommt uns tiberfliissig vor ; 
wir begniigen uns in der Regel mit Herstellung von Rontgenogrammen 
von einem Hinterbein und einem Vorderbein. Man bringt dazu das 
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Tier auf eine Unterlage, welche von dem Réntgenfilm in einer Karton- 
kassette gebildet wird (Abb. 3) und welche nur 2em vom Ende des 
Bleiglastubus entfernt ist. Das zu exponierende Hinterbein wird unter 
die Tubuséffnung (¢,, Abb. 3), welche 5em im Durchsechnitt betrigt, 
geschoben, und —- wahrend das Tier selbst mit der linken Hand fest- 





Abb. 2. Fixierung des Hinterbeines eines Versuchstieres ohne Narkose unter die Offnung des 
Bleiglastubus. 








0 70cm 


Abb. 3. Schema der Anordnung zur Réntgenphotographie von Rattenbeinen. 
t, zylindrischer Tubus aus Bleiglas fiir die Hinterbeine. tg konischer Tubus fiir die Vorder- 
beine. Auf dem Holzgestell liegen: 1. Bleiplatten zur Bedeckung der nicht zu exponierenden 
Teile des Films. 2. Film in Kartonkassette. 3. Bleiplatte als Unterlage 


gehalten wird —- mittels einer um den Fu angebrachten Schlinge 
in gestreckter Haltung von der rechten Hand fixiert (Abb. 2). Will 
man auch die Vorderpfote zur Kontrolle heranziehen, so wird der 


koniscbe Tubus ¢, (Abb. 3), welcher eine Offnung von nur 2,5em im 
Durchschnitt hat, an den Apparat montiert. Die kleine Vorderpfote 
der Ratte wird unter die Offnung fest auf die Unterlage gedriickt, 
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waihrend das Tier selbst von der vollen Hand festgehalten wird. Es 
gelingt so ohne Schwierigkeiten, das Tier waihrend der nur sehr kurzen 
Beleuchtungszeit ruhig zu halten. Eine Narkose ist also bei dieser 
Technik tiberfliissig. 

Der sonst im Apparat eingelegte Aluminiumfilter wird fiir unsere 
Aufnahmen entfernt. Auch die Kassette darf nicht aus Aluminium 
oder einem anderen Metall hergestellt sein, sondern soll aus Karton 





Abb. 4. Vorder- und Hinterbeine zweier rachitischer Ratten 


oder einfach aus Papier bestehen, da sonst die weichen Strahlen zu 
viel absorbiert werden. Unter der Kassette befindet sich eine Bleiplatte 
als Unterlage (3 in Abb. 3). Die sich nicht unter der Tubuséffnung 
befindenden Teile des Films kénnen mit diinnen Bleiplatten bedeckt 
werden. Mittels des zum Apparat gehérigen Zeitschalters werden die 
Beine der Ratten eine halbe Sekunde exponiert, eine Zeitdauer, welche 
fiir ein gutes Bild véllig ausreicht. Einige Beispiele in dieser Weise 
hergestellter Bilder werden in Abb. 4 und 5 gegeben. 
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Es gelingt mit der beschriebenen Methode ohne besondere Ubung 


mehr als 80 Rattenbeine pro Stunde zu photographieren, wobei auf 
einen Film von 18 « 24em 20 Aufnahmen gebracht werden kénnen, 


ay 





Abb. 5. Vorder- und Hinterbeine derselben Ratten nach Abheilung der Rachitis 


Zusammenfassung, 

Zur Standardisierung von Ergosterinpriparaten ist die Heilung 
von rachitischen Knochenverinderungen das Kriterium der Wahl. 
Fiir die Réntgenkontrolle. welche dem_ .,,line-test** vorzuziehen ist, 
wird ein Verfahren angegeben, das in einfacher Weise, ohne Gefahr 
fiir Menschen und Tier und ohne Narkose des Tieres, ein schnelles 
Arbeiten erméglicht und deshalb besonders fiir Serienuntersuchungen 


geeignet ist. 


Literatur. 
1) P. Flury, diese Zeitschr. 203, 14, 1928. — 2) Oser, Journ. of Biochem. 
80, 487, 1929. — 3) Poulsson und Lévenskjold, Biochem. Journ. 22, 135, 1929. 
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Uber die Beeinflussung der Acetaldehydbildung im Muskelbrei 
durch K, Ca” und Thyroxin. 


Von 


A. Simon und A. Blazs6. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Paézmany Péter-Universitat zu 
Budapest.) 


(Eingegangen am 14. August 1929.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Nachdem durch die Feststellungen Vewbergs und seiner Mitarbeiter 
der Acetaldehyd als ein wichtiges intermediires Stoffwechselprodukt 
in allen Lebewesen erkannt worden war. behandelten mehrere Unter- 
sucher die Bedingungen seiner Bildung im Tierkérper Wichtigkeit 
verleiht diesen Arbeiten der Umstand. dali nach der Meinung ver- 
schiedener Forscher der Acetaldehyd eine sozusagen zentrale Stellung 
bei den Abbauprozessen der Zelle besitzt: nicht nur der Abbau der 
Kohlehvdrate vollzieht sich auf diesem Wege, sondern es beginnt 
wahrscheinlich auch der Aufbau von Fettsiiuren und Ketonkdérpern 
mit dieser Verbindung. 

Im Laufe solcher Untersuchungen wurde von Vewberg und seinen 
Schiilern (1) gefunden, da’ Insulin die Acetaldehydbildung: im iiber- 
lebenden Muskel- und Leberbrei férdert, was von Supniewsky (2 
bestatigt und durch mehrere wertvolle Tatsachen beziiglich der Bildung 
und des Verschwindens von Acetaldehyd im ganzen Organismus erginzt 
wurde. Nach Gottschalk (3) besitzt das Adrenalin eine die Bildung 
von Acetaldehyd hemmende Wirkung. Simon (4) berichtet in einer 
vorlaufigen Mitteilung dariiber, daB auch das Thyroxin in den meisten 
Versuchen die Bildung dieses Kérpers im Kaninchenleberbrei zu fordern 
vermochte. Nach Wohlgemuth schiitzt das Insulin (5) das Glykogen 
im Gehirn vor Verbrennung, da die Acetaldehydbildung unter der 


Wirkung dieses Hormons deutlich geringer war als ohne Insulinzugabe 
Palladin und Utewsky (6) stellten eine viel kleinere Acetaldehydmenge 
im Muskelgewebe avitaminéser Tiere fest als in dem gesunder. Nach 























92 A. Simon u. A. Blazs6: 


Utewsky (7) besitzt der weibe Muskel von Kaninchen und Hiihnern 
nicht die Fahigkeit, Brenztraubenséure in Acetaldehyd tiberzufiihren 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist, 1. den Befund des einen von 
uns, da auch das Thyroxin imstande ist, die Acetaldehydbildung 
zu beeinflussen, durch neue Tatsachen zu unterstiitzen; 2. zu unter- 
suchen, ob die physiologisch und pathologisch eine so hervorragende 
Rolle spielenden Ionen K° und Ca” eine Bedeutung auch hinsichtlich 
der Beeinflussung der Bildung dieses wichtigen intermediaren Stoff- 
wechselproduktes haben. 

Als Versuchsmaterial dienten uns iiberlebende Kaninchenmuskeln. 
Was die Rolle der Ionen im intermediaren Stoffwechsel der Muskeln 
betrifft. so befaBten sich Embden und seine Mitarbeiter (8) in einer 
ganzen Reihe von griindlichen Arbeiten mit diesem Problem, aus 
denen hervorgeht, da die Ionen die Bildung und das Verschwinden 
des Lactacidogens in weitgehendem Mabe beeinflussen kénnen. 

Vorliegende Arbeit soll einige Anhaltspunkte tiber die Wirkung 
der erwihnten Ionen betreffend die Beeinflussung eines anderen inter- 
mediaren Stoffwechselproduktes geben. 

Wir bedienten uns bei diesen Versuchen des Neubergschen Abfang- 
verfahrens mit Hilfe von CaSQO,. Nach dem Toten des Tieres durch 
Entbluten wurde das Muskelgewebe in einer Fleischmaschine zer- 
kleinert, dann, je nach der zur Verfiigung stehenden Muskelmasse, 
in Portionen von 30 bis 50 g geteilt und in dreimal soviel physiologischer 
Lésung suspendiert. (Die Zusammensetzung der Lésung wird bei 
den einzelnen Versuchen angegeben.) Zu jedem Kolben wurden noch 
10cem Phosphatpuffergemisch (px 7.0), 3g CaSO, und auBerdem 
6ccem Toluol als Antiseptikum zugegeben. Bei den sechsstiindigen 
Versuchen wurden die Kolben ohye Antiseptikum angesetzt. Zu jedem 
Versuch dienten zwei Parallelansitze und zwei Kontrollansatze. Nach 
Ablauf der Autolyse wurde der Inhalt der Kolben nach der Vorschrift 
von Neuberg und Gottschalk zuerst tiber CaCO, mit Wasserdampf 
abdestilliert. Die weiteren zwei Destillationen, namlich die iiber 
5 Tropfen 10° iger H,S0O, und die tiber PbCO,, wurden. wie aus 
der Abbildung ersichtlich, in einer einzigen Destillation vereinigt 
ausgefiihrt. 


Zu dieser zweiten Destillation benutzten wir einen Mikro-Kjeldahl- 
Apparat. In den Halbliterkolben A kamen 0.5 g PbCO, und ungefahr 
200 cem Wasser und die Acetaldehyd enthaltende Fhissigkeit. Zum 
100 cem fassenden Kjeldahlkolben B einige Kubikzentimeter Wasser 
und 5eem 10°, iger H,SO,. Das Vorlagegefab, enthaltend einige Kubik- 
zentimeter H,O, wurde in Eiswasser gepackt. Gefa A wird auf dem 
Babotrichter erwarmt, der Acetaldehyd mit den Wasserdampfen 
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nach B iibergetrieben, dessen Inhalt bald ins Sieden kommt, so dab 
der Acetaldehyd ins Vorlagegefab C, D gelangt 











Abb. 1 


Durch diese einfache Modifizierung erspart man die zur Voll- 
bringung der dritten Destillation erforderliche Zeit. 

Die Erwirmung und die Destillation diirfen nur langsam, nie 
stiirmisch vor sich gehen, sonst erleidet man selbstverstindlich Ver- 
luste im Acetaldehydgehalt. 

Nach dieser Destillation wurde der Acetaldehyd nach der Veuberg 
schen Originalvorschrift mit Hydroxylaminsulfat versetzt, nach Ablauf 
von 1 Stunde auf dem Wasserbade von 30°C die frei gewordene 
Schwefelsiure mit n/20 Natronlauge titriert. 

Zuerst berichten wir iiber Versuche. welche zur Priifung der 
Wirkung von K’ und Ca” auf die Acetaldehydbildung im iiberlebenden 
Muskelbrei angestellt worden sind. 

Da die Ausfithrung von Acetaldehyd-Bildungsversuchen wegen 
der groBen Muskelmenge (50 g zu jedem Versuch) ziemlich kostspielig 
ist und auBerdem viel Z-it erfordert, konnten wir die Wirkung vieler 
variierender K’- und Ca™-Konzentrationen nicht beobachten. Wir 
geben zunichst nur die Ei gebnisse der Wirkung von je zwei verschiedenen 
K’ und Ca” enthaltenden Lésungen wieder. 

Die Lésung. welche zur Suspension des Muskelbreies in den Normal- 
versuchen diente, wurde durch Verdiinnung aus einer Stammlosung 
bestehen daus 20,0 g NaCl, 0.5 g KCl, 0.5 g CaCl, (krist.), 0.25g MgCl, 
auf 100ccm_ bereitet (Newberg). 12cem dieser Lésung auf 300 cem 


Wasser dienten zu den Normaiversuchen 
Die ersten Ca-Versuche sind mit einer Lésung angestellt worden, 
deren CaCl,-Gehalt den der Normallésung um 60°, tiberstieg. Die 
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Stammlésung bestand aus 18.8 g¢ NaCl, 0.5g KCL. 0.8 9 CaCl, (krist.), 
0.25 ¢ MgCl, auf 100 ¢em H,O. Zu jedem Versuch dienten vier Ansitze, 
zwei zur Erzielung der Normalwerte und zwei fiir die Ca-Werte. In 
den Tabellen geben wir den Mittelwert. Die Autolysedauer war teils 
6, teils 18 Stunden. 

Uber das Ergebnis dieser Versuche geben die folgenden zwei 
Tabellen Aufklairung. 

Tabelle I. 


Autolysedauer 6 Stunden. 








Acetaldehydbildung yore 
ae cetaldehvad- 
NM Muskelbrei Ca-Versuch Kontrolle bildung 
g mg mg 

36 44 0.286 0,220 30.0 
37 20 0,814 0,715 + 13.9 
47 50 1.518 1.353 + 12,2 
48 40 2,002 1.650 + 213 
49 50 1,903 1,375 + 38.4 
59 50 1.254 0,550 + 128.0 
91 35 0.528 0.462 14.3 
92 35 0,396 0,363 10.9 
93 45 0.363 0,286 L 26.9 

Tabelle Il. 

Autolysedauer 18 Stunden. 
Acetaldehydbildung ———- 
der cetaidenva- 
Ni Muskelbrei Ca-Versuch Kontrolle bildung 
g mg mg ' 

38 38 0,836 1,111 24.7 
39 50 0,429 1,332 — 67.8 
49 35 0.429 0.704 39.0 
41 59 2.189 1,617 - 35.3 
42 ' 40 0,473 0,616 — 23,2 
43 49 0,528 0,752 — 29,7 
44 59 0,693 1,045 33.6 
45 59 0.484 0.583 16.9 
46 40 0.407 0.704 ~~ 42 1 


Aus den Tabellen ersieht man folgendes: Bei den sechsstiindigen 
Versuchen wurde im ganzen eine Vermehrung der Acetaldehydbildung 
in der mehr Ca” enthaltenden Lésung beobachtet, die GréBe dieser 
Vermehrung war aber sehr inkonstant. In einzelnen Fallen liegt sie 
wohl innerhalb der Fehlerbreite der Methode, in den anderen aber 
betrug sie mehr als 30°... Bei den 18stiindigen Versuchen trat, von 
einem einzigen Falle abgesehen, wo sich wieder Vermehrung offen- 
barte, zu unserem Erstaunen statt einer Vermehrung eine Verminde- 


rung der Acetaldehydbildung ein. Man hat den Eindruck, da8 die 
Beschleunigung der Acetaldehydbildung durch Ca” nur die ersten 
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Stunden betrifft ; dann kommt eine starke Verlangsamung des Prozesses 
zustande, so da die in den ersten Stunden bescheideneren Normal- 
werte am Ende des Versuchs doch tiberwiegen. Daf im allgemeinen 
die bei den 6stiindigen Versuchen erhaltenen Acetaldehydwerte nicht 
immer hinter den 18stiindigen Versuchen zuriickstehen. zuweilen jene 
sogar tibertreffen, glauben wir durch die hemmende Wirkung der als 
Antiseptikum zugefiigten groben Toluolmenge erkliren zu kénnen. Die 
von uns erhaltenen Normalacetaldehydmengen, die 100 ¢ Kaninchen- 
muskel bilden, stehen oft in guter Ubereinstimmung mit dem Befund 
von Utewsky, nach welchem dieser Wert | mg ausmacht. 

Uber den Verlauf der Versuche, welche mit einer viel gréBeren 
('a”-Menge angestellt worden sind, geben Tabelle III und LV Aufklirung. 
Die Zusammensetzung der Stammlésung war in diesem Falle folgende: 
I8.0g NaCl, 05g KCl, 0.25 g MgCl. 2.0 g CaCl, (krist.). 


Tabelle II. 


Autolysedauer 6 Stunden. 





Acetaldehvdbildung ——— 
, - der Acetaldehyd 
Nt Muskelbrei Ca-Versuch Kontrolle bildung 
g mg mg . 

27 40 0,693 0,572 + 21,1 
98 50 3,982 2.794 +- 42.2 
99 50) 1,129 0,880 + 27,2 
103 45 1.265 0.814 55.4 


Tabelle 1V. 
Autolysedauer 18 Stunden. 





Acetaldehvdbildung ——— 

. aerT ceetaidenvyva- 
Nr. Muskelbrei Ca-Versuch Kontrolle bildung 

£ mg mg ‘ 

96 40) 3,30 2.486 +- $2.7 
101 50 0,594 1.331 55.4 
102 59 0,847 0.880 3.7 
104 50 0.803 0.858 6.4 
105 40 1.672 1.881 11.0 


Wie aus der Tabelle ersichtlich, gewinnt man durch diese Versuche 
ein ahnliches Resultat wie friiher: nimlich Vermehrung der <Acet- 
aldehydbildung nach Beendigung der sechsten Stunde und eine Ver- 
minderung, von einem Falle abgesehen, nach Ablauf von 18 Stunden. 

Versuche zur Ermittlung der Wirkung von K-Ionen wurden ebenso 
angestellt wie die Ca-Versuche. 


Die erste, mehr KC] als die Normallésung enthaltende Stammlésung 
hatte folgende Zusammensetzung: 18,8 g NaCl, 0.5 g CaCl, (krist.), 
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025g MgCl, 08g KCl. Die Ergebnisse sind 
Tabellen zusammengefaBt. 
Tabelle V. 


Autolysedauer 6 Stunden. 


n den nachfolgenden 





Acetaldehyvdbildung 


NI Muskelbrei K-Versuch Kontrolle 
vv mg mg 
108 DO 0.340 0,363 
109 30 0.341 0.308 
110 40 0,257 0,257 
111 50 0,440 C407 


Tabelle VI. 


Autolysedauer 18 Stunden. 


Anderung 
der Acetaldehyd- 
bildung 


6.3 
+ 10,7 
0.0 
8.0 





Acetaldehvdbildung 


Nr Muskelbrei 


Anderung 
der Acetaldehyd- 


kK -Versuch Kontrolle bildung 

£ mg mg 
105 41) 1,430 1,881 23,9 
106 50 0,616 1,298 52,5 
107 40 O781 1.023 23,6 


Nach den Angaben der Tabellen entfaltet diese Lésung gegeniiber 
der Normallésung nach 6 Stunden kaum einen nennenswerten Unter- 
schied. Die in beiden Lésungen gebildeten Acetaldehydmengen sind 
ziemlich gleich. Nach Ablauf von 18 Stunden aber verandert sich 
dieses Bild insofern, als die in der mehr Kalium enthaltenden Lésung 
entstandenen Acetaldehydmengen gegeniiber der weniger Kalium 
enthaltenden meistens deutlich zuriickbleiben. 

Wendet man noch mehr KCI zu den Versuchen an, indem man 
die Untersuchungen mit einer Lésung von der folgenden Zusammen- 
setzung anstellt: NaCl 18.0 g, A C1 2.0 g, CaCl, (krist.) 0.5 g, MgCl, 0,25 g, 
so tritt eine Hemmung der Acetaldehydbildung nicht nur in = den 
I8stiindigen Versuchen zum Vorschein, sondern auch in den 6stiindigen 





Dieses Ergebnis zeigen die Tabellen VIL und VILL. 


Tabelle VII. 


Autolysedauer 6 Stunden. 





Acetaldehyvdbildung 


Anderung 
der Acetaldehyd- 


Nr. Muskelbrei K -Versuch Kontrolle bildung 
g mg mg °o 
51 50 2,079 2,882 — 27,9 
52 50 0,198 0,330 40.0 
53 50 | 0,374 0,847 — 558 
54 5) 0,319 0407 — 21.6 
55 50 0,550 0,616 — 10,7 
56 50 0,597 0,627 4,8 
57 50 0,264 0,308 14,2 


Bee 


als 
Die 
der 
ani 
we 
vol 
ald 


de1 
any 
ein 
de} 
Sti 
sin 


in 
Au 
gel 








den 


eT 


nd 
ich 
ng 
m 





Beeinflussung der Acetaldehydbildung durch K’, Ca” und Thyroxin. 97 


Tabelle VIII. 
Autolysedauer 18 Stunden. 





Acetaldehydbildung Anderung 
: $$$ der Acetaldehyd- 
Nr. Muskelbrei K -Versuch Kontrolle bildung 
gz mg mg Ol5 
65 50 0,132 0,374 — 64,7 
66 40 0,370 0,748 | — 50,5 
67 50 0,308 0,462 | — 33.2 
68 50 0,253 0,385 34,2 
69 30 0,286 0,396 27,7 
70 40 0,341 0,517 — 34,0 


Ein Antagonismus zwischen der Wirkung von K’ und Ca‘ tritt 
also wohl auch in diesen Versuchen in gewissem Sinne zum Vorschein. 
Die gefundenen Wirkungen sind sicherlich durch Zustandsanderung 
der Zellkolloide zu erklaren. Wir glauben durch unsere Ergebnisse 
annehmen zu kénnen, daB Ca”- und K’-Anderungen in den Geweben, 
welche bei vielen physiologischen und pathologischen Vorgangen 
vorkommen, sehr wahrscheinlich eine Rolle in der jeweiligen Acet- 
aldehydbildung haben kénnen. 

Zuletzt wollen wir iiber Versuche berichten, welche zur Ermittlung 
der Wirkung von Thyroxin auf die Acetaldehydbildung des Muskels 
angestellt worden sind. Im Jahre 1927 erschien von einem von uns 
eine Mitteilung (4) in dieser Zeitschrift, in welcher die Ergebnisse 
der Versuche iiber die Beeinflussung der Bildung jenes Intermediar- 
Stoffwechselproduktes der Leber durch dieses Inkret niedergelegt 
sind. Nach dieser wirkte Thyroxin, in gleichen Quantitaten angewendet, 
in der gréBten Zahl der Versuche beschleunigend, in einigen hemmend. 
Auch jetzt haben wir vier.Ansitze mit Leber angestellt, deren Er- 
gebnisse in der folgenden Tabelle zusammengefaBt sind. 


Tabelle IX. 
Autolysedauer 18 Stunden. 





Acetaldehydbildung Anderung 


‘ , Thyroxin- ar PE . Er ye one der Acetaldehyd- 

Nr. Leberbrei menge —- Kontrolle ~ ae” 
g mg mg mg O/9 

85 30 1,0 3,190 1,980 + 61,1 

86 28 1,9 2,420 3,652 — 829 

87 30 1,0 1,320 2,244 — Al,l 

89 32 1,5 2,662 1,155 + 130,5 


Aus diesen vier Versuchen beobachteten wir zweimal Hemmung 
der Acetaldehydbildung, zweimal Beschleunigung. Das Thyroxin 
wirkt also in dieser Hinsicht nicht einheitlich. Ein solches Verhalten 
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des Thyroxins wurde seitdem auch von Abderhalden (9) beobachtet, 
wonach Thyroxin die Hefegirung in den meisten Fallen beschleunigt, 
es kommen jedoch vereinzelt auch Hemmungen zur Beobachtung. 
Eine Erklarung fiir diese sonderbare Erscheinung gibt auch Abderhalden 
nicht. Er meint, da der Zustand der Hefezellen nicht immer der- 
selbe war. 

In Fortfiihrung dieser Untersuchungen priiften wir jetzt die 
BeeinfluBbarkeit der Acetaldehydbildung des Muskels durch Thyroxin. 
Das angewendete Thyroxin war ein synthetisch hergestelltes Priaparat 
der Firma Hoffmann-La Roche, fir deren freundliche Uberlassung wir 
auch hier unseren Dank aussprechen. Das Thyroxin wurde in Form 
einer feinen Suspension, hergestellt in einem einige Kubikzentimeter 
destilliertes Wasser enthaltenden Probierréhrchen durch Reiben mit 
einem Glasstab, angewendet. Die gréBte Zahl unserer Versuche wurde 
mit Thyroxinmengen, variierend von 0,25 bis 1,5 mg pro 30 bis 50g 
Muskelbrei, angestellt. Die Versuchszeit war entweder 6 oder 18 Stunden. 
Die folgenden Tabellen dienen zur Erlauterung unserer Ergebnisse. 


Tabelle X. 
Autolysedauer 6 Stunden. 





i Acetaldehydbildung neh 





é i} a , | Thyroxin- |. der Acetaldehyd- 
Nr. Muskelbrei menge ——- Kontrolle bildung © 
l g mg mg mg 9/9 
79 50 1,0 0,649 0,539 + 20,4 
80 50 1,0 1,364 1,595 —144 
81 50 1,0 1,672 1,672 + 0,0 
82 30 1,0 1,375 1,496 — 80 


Aus der Tabelle ist folgendes zu entnehmen: Unter den vier 
6stiindigen Versuchen konnten wir einmal keine Beeinflussung der 
Acetaldehydbildung erhalten, zweimal eine kleine Hemmung und 
einmal Beschleunigung. Immerhin waren die Unterschiede zwischen 
den Acetaldehydausbeuten bei dem Thyroxin und den Kontrollansatzen 
meistens so gering, daB wir keine Versuche mehr mit so kurzer Autolyse- 
dauer anstellten und unser Augenmerk der Acetaldehydbildung wahrend 
18 Stunden zuwandten. Wie die Tabelle zeigt, konnte man hier immer 
eine Beeinflussung beobachten, und zwar in der iiberwiegendep Mehrzahl 
der Falle eine Hemmung. Aus 17 Versuchen verliefen 12 in dieser 
Richtung, und nur in 5 Fallen trat eine Beschleunigung von dieser 
Thyroxinmenge zum Vorschein. Diese Ergebnisse zeigen also einen 
merkwiirdigen Gegensatz zu unseren friiher mitgeteilten Leberversuchen, 
wo in der groBen Mehrzahl der Fille von diesen Thyroxinmengen 
eine férdernde Wirkung erhalten wurde. 
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Tabelle XI. 


Autolysedauer 18 Stunden. 











Acetaldehydbildung Anderung 


Nr. || Musketbret | “tenge | Thyroxin~ | yoccone || St Acetaldelyd- 
g mg mg mg °'6 

ss. | aia 2,090 1,034 +103,1 
71 50 1,0 0,484 0,693 — $0.1 
73 50 1,0 0,627 0,748 — 16,1 
75 50 1,0 0,748 0,825 — 93 
76 50 1,0 2,326 4,125 — 435 
83 30 1,0 1,034 1,584 34,7 
84 35 1,0 1,980 2,345 — 15,5 
86 50 1,0 1,056 0,858 + 23.0 
87 50 1,0 1,386 1,320 + 5,0 
90 35 0,75 1,034 2,794 — 62,9 
72 50 0,5 2,002 1,155 + 73,3 
74 50 0,5 0,671 0,583 + 15,1 
77 50 0,5 1,100 1,243 — 11,5 
78 50 0,5 2,662 2,706 ~~ if 
85 50 0,5 2,156 2,530 14,7 
88 32 0,25 0,935 1,034 - 9,57 
90 35 0,25 1,980 2,794 29.1 


Da die Acetaldehydbildung einen wichtigen TeilprozeB der Atmung 
der Gewebe ausmacht, halten wir es fiir interessant, zu erwahnen, 
daB Ahlgren (10) bei der Untersuchung der Atmung von Kaninchen- 
gewebe dieselbe GesetzmaBigkeit unter Thyroxinwirkung beobachten 
konnte, namlich Beschleunigung der Atmung in der Leber und 
Hemmung in der Muskulatur. Immerhin gibt aber Ahlgren an, daB 
in zwei Meerschweinchenmuskeln Thyroxinzugabe die Atmung deut- 
lich erhéhte. AuBerdem waren die von Ahlgren angewendeten 
Konzentrationen viel kleiner als die unseren. 

Da bisher von Newberg, Gottschalk, Wohlgemuth wie von uns im 
allgemeinen Hormone in ziemlich hohen, unphysiologischen Konzen- 
trationen zur Priifung auf die Acetaldehydbildung benutzt wurden, 
haben wir in einigen Ansatzen versucht, ob kleinere Thyroxinmengen 
(0,05 bis 0,01 mg) auf 50g Muskelsubstanz eine Wirkung ausiiben 
kénnen. Zu diesen Versuchen benutzten wir die von der Firma Hoff- 
mann-La Roche in den Handel gebrachten Thyroxinlésungen in 
Ampullen. 


Wie aus der Tabelle XII ersichtlich, brachten diese fiinf Versuche 
unerwarteterweise das Resultat, daB, im Gegensatz zu den mit gréBeren 
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Thyroxinmengen angestellten Versuchen, bei diesen Fallen nie eine 
Hemmung der Acetaldehydbildung zu beobachten war, sondern eine 
mehr oder weniger gréBere Férderung derselben. 


Tabelle XII. 
Autolysedauer 18 Stunden. 





Crag, We el 
Nr. Muskelbrei menge ——— Kontrolle oe saa 
gZ mg | mg mg Oy 
112 40 0,05 0,999 0,660 + 49,8 
113 50 0,05 i 1,721 1,562 + 10,1 
114 50 0,05 2,211 2,044 + 80 
114 50 0,01 2,211 2,046 + 8,0 
115 50 0,05 2,981 2,519 + 18,7 


Zum SchluB méchten wir darauf hinweisen, daB, obwohl die 
Acetaldehydbildung in den Geweben ein Teilproze3 der Atmung 
ist, man nach unserem heutigen Wissen aus der Wirkung einiger Stoffe 
auf die Gewebeatmung zwingende Schliisse fiir die Acetaldehyd- 
bildung doch nicht ziehen kann. Zum Beispiel: Insulin beeinflubt 
die Atmung der Leberzellen iiberhaupt nicht [AAlgren, Reinwein 
und Singer (11)], obwohl es die Acetaldehydbildung kraftig steigert. 
Alle Autoren, die mit der Wirkung von Calcium auf die Gewebe- 
atmung sich befassen [Thunberg, Warburg, Ahigren u. a. (I. c.)], 
geben eindeutig an, daB Ca die Atmung schadigt. In unseren Ver- 
suchen bewirkte auch die’ konzentriertere Ca-Lésung gegeniiber der 
viel weniger Ca enthaltenden in den sechsstiindigen Versuchen nur 
Vermehrung der Acetaldehydbildung. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird eine Vereinfachung der Destillation beim Newbergschen 
Abfangverfahren beschrieben. 


2. Ca-Ionen rufen in den angewendeten Konzentrationen in den 
6stiindigen Versuchen eine Vermehrung, in den 18stiindigen dagegen 
eine Verminderung der Acetaldehydbildung im Kaninchenmuskel- 
gewebe hervor. 


3. Durch K-Ionen wurde in den angewendeten kleineren und 
gréBeren Konzentrationen eine Verminderung der Acetaldehydbildung 
beobachtet. 


4. Thyroxin wirkt in kleinen Mengen férdernd, in gréBeren Konzen- 
trationen meistens hemmend auf die Acetaldehydbildung. 
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~ Erginzung der?Arbeit: 
»Uber die Beeinflussung der Leberautolyse durch Insulin und 
Thyroxin“ yon A. Simon und P. Weiner’. 


Von 


A, Simon. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Pazmany Péter-Universitaét in 
Budapest.) 


(Eingegangen am 14. August 1929.) 


In der unter obigem Titel erschienenen Arbeit wurde, nebst anderem, 
der Autolyseverlauf von Lebern verschiedener Tiere in starker Pufferung 
bei variierendem pq mit Thyroxinzusatz beschrieben. Auf Grund 
unserer Versuche sind wir zu der SchluBfolgerung gelangt, daB das 
Thyroxin in vitro die Autolyse nicht beeinfluBt. Dieses Ergebnis 
steht in vollem Widerspruch zu der Mitteilung von R. Weil und 
M. Landsberg*, die gleichzeitig nit unserer Abhandlung bei der Redaktion 
einging. , Die Autoren berichten dort iiber eine von den Tyroxindosen 
quantitativ abhangende Férderung der Autolyse, ungeachtet der Arbeit 
von £. Abderhalden und K. Franke®, die bereits im Jahre 1928 erschien, 
aber aus Versehen weder von den friiher erwaihnten Autoren noch 
von uns beriicksichtigt worden ist. Sie beobachteten bei sehr kleinen 
Thyroxingaben zu den Hundeleberansatzen eine férdernde, bei gréBeren 
eine hemmende Wirkung auf die Autolyse. 


Unser Bestreben war nun, diesen Widerspruch zu kliren. Was 
die Versuchsanordnung der erwahnten Autoren betrifft, so zeigte 
diese in zweierlei Hinsicht Abweichungen von der von uns befolgten: 
1. Wahrend wir die Autolyseversuche immer mit wenig Lebergewebe 
(1 g pro Versuch) anstellten, gebrauchten sie ein Vielfaches dieser Menge. 
Man konnte daher daran denken, da in der bedeutend gréBeren 
Lebermenge eher solche Bedingungen vorherrschten, wie sie auch in 





1 Diese Zeitschr. 207, 319, 1929. 
2? R. Weil und M. Landsberg, ebendaselbst 207, 186, 1929. 
* E. Abderhalden und K. Franke, Fermentforschung 9, 485, 1928. 





der 


wie 
Hi 
puf 
arb 
unc 
der 
har 
die 


Pui 
das 
nic 
ges 
sch 
Pu 
Zel; 
wo 
ger 
auf 
ist, 
des 


sch 
fal 
bez 
uns 


(1 3 
des 
ger 
zus 
Me 
Ve 


Ta 
Ph 
do! 
leb 


de} 
0,1 








A. Simon: Beeinflussung der Leberautolyse durch Insulin u. Thyroxin. 103 


der im intakten Tiere befindlichen Leber vorhanden sind, und die ja, 
wie eine Reihe von Arbeiten zeigen, eine Thyroxinwirkung in dieser 
Hinsicht erméglichen. 2. Wahrend wir die Lebersuspension stark 
pufferten (die Pufferkonzentration der Ansaitze war ungefahr n/10), 
arbeiteten Weil und Landsberg ohne Pufferzusatz bzw. Abderhalden 
und Franke mit ziemlich schwacher Pufferung (die Pufferkonzentration 
der Ansaitze war weniger als n/30). Es war nun die Méglichkeit vor- 
handen, da bei unseren Versuchen die starke Pufferung nicht gestattete, 
die Thyroxinwirkung zu entfalten. 

Der Grund dafiir, warum wir bei unseren Versuchen so starke 
Pufferungen vornahmen, liegt darin, da bei schwacher Pufferung 
das py im Laufe der Autolyse sich sehr verindert und wir infolgedessen 
nicht imstande gewesen waren, unser in der vorigen Abhandlung 
gestecktes Ziel zu erreichen: namlich den Autolyseverlauf bei ver- 
schiedenen, aber konstanten pg zu beobachten. Da8 bei schwacher 
Pufferung das py des Mediums ziemlich stark sich veraindern kann, 
zeigt auch eben die erwahnte Abhandlung von Abderhalden und Franke, 
worin beschrieben ist, daB nach Zusatz von 50 bis 100 cem n/15 Phosphat- 
gemisch, dessen py = 8,0 betrug, zum Leberbrei, der in mit NaOH 
auf py = 8,0 gebrachtem, destilliertem Wasser suspendiert worden 
ist, das py des Leberbreies sich sofort auf 7,2 bis 7,3 einstellt, am Ende 
des Versuchs erreicht es sogar 6,2. | 

Um zu priifen, welcher der erwihnten zwei methodischen Unter- 
schiede unserer Arbeit, die Thyroxinwirkung auf die Autolyse zu ent- 
falten verhinderte, haben wir Versuche angestellt, in welchen wir 
beziiglich der angewandten Lebermenge wieder so verfuhren, wie in 
unserer Abhandlung beschrieben worden ist. 

In jedes Kélbchen gaben wir 10 ccm einer 10 °,,igen Lebersuspension 
(1 g Lebergewebe). Je zwei dieser Kolben wurden entweder mit 10 cem 
destillierten Wassers oder mit 10ccm n/5 oder mit n/15 Phosphat- 
gemisch versetzt. Eins dieser Kélbchen erhielt auch den Thyroxin- 
zusatz, das andere, welches zur Kontrolle diente, die entsprechende 
Menge destillierten Wassers. Als Antisepticum wurde auch bei diesen 
Versuchen das Toluol benutzt. Die Kélbchen kamen in den Brut- 
schrank. Uber den Verlauf der Autolyse berichtet die nachstehende 
Tabelle. 

Aus der Tabelle ersieht man folgendes: In den Ansiétzen mit starker 
Phosphatpufferung konnte nie eine Wirkung des Thyroxins festgestellt 
werden, was ja die SchluBfolgerung unserer Abhandlung, obwohl 
dort zuweilen Unterschiede zwischen den Rest-N-Mengen der Thyroxin- 
lebern und den Kontrollkolben vorkamen, sehr schén bekraftigt. Bei 
den ohne Pufferung vollzogenen Versuchen beobachteten wir von 
0,1 mg Thyroxin eine Hemmung, von 0,05 mg eine Férderung der 
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Autolyse in den Kaninchenlebern. Bei den Katzenlebern verursachte 
auch die letzterwahnte Thyroxinmenge nur eine Hemmung der Eiweif- 
hydrolyse. Bei den schwicher gepufferten Ansitzen erhielten wir 
teils eine ziemlich kraftige Wirkung, teils verlief die Autolyse in den 
mit dem Hormon versetzten und dem Kontrollkélbchen ganz gleich- 
mabig. 
Tabelle. 
1. Versuch. Kaninchenleber. 0,1 mg Thyroxin (Hoffman-La Roche in 
Ampullen). Gesamt-N in 0,5 cem des Ansatzes 0,708 mg. Anfangsrest-N in 
Prozenten der Gesamt-N-Menge 6,9%. 

















ate || Rest-N in J des Proz. Rest-N- ||) ereng des proz 
. eres é . Gesamt-N Zuwachs erenz des proz. 
Suspensions- lysen- ee - re est-i_Sewasheos 
fliissigkeit H dauer Thyroxin- Kontroll-|Thyroxin-| Kontroll- 4 ne 

Std. leber leber leber leber acth : 


n/10 Phosphat- | 
gemisch (py 7,0) 24 12,9 129 | 6,0 6,0 0,0 

n/30 Phosphat- I 
gemisch (py 7,0) 48 16,1 16,1 9,2 9,2 0,0 
H,O 24 31,7 37,9 | 24,8 31,0 + 6,2 


2. Versuch. Kaninchenleber. 0,05 mg Thyroxin (Hoffmann-La Roche in 
Ampullen). Gesamt-N in 0,5 cem des Ansatzes 0,778 mg. Anfangsrest-N in 
Prozenten der Gesamt-N-Menge 6,3%. 





Aut Rest-N in °/» des Proz. Rest-N- Otiin te ane 
. : Auto- Gesamt-N Zuwachs Prenz Ges proz. 
Suspensions- lvsen- Sener stale ght, ee = ae ___ Rest-N-Zuwachses 
fliissigkeit dauer Thyroxin- Kontroll- Thyroxin- Kontroll- gees 
Std. leber leber leber leber oe ’ 


n/10 Phosphat- 


gemisch (pp 7,1) 24 15,25 15,6 8,95 9,3 + 0,35 
n/30 Phosphat- 
gemisch (px 7,0) 36 19,9 14,4 13,6 8,1 — 55 
H,0O 24 17,1 16,0 10,8 9,7 —1,1 


3. Versuch. Kaninchenleber. 0,05 mg Thyroxin (Hoffmann-La Roche in 
Ampullen). Gesamt-N in 0,5 cem des Ansatzes 0,747 mg. Anfangsrest-N in 
Prozenten der Gesamt-N-Menge 5,5%. 





| Rest-N in Jo des Proz. Rest-N- 





Auto- “een. er ofl Differenz des proz. 
Suspensions- lysen- arenas i sume Rest-N-Zuwachses 
fliissigkeit dauer |'Thyroxin-| Kontroll- Thyroxin-| Kontroll- Kontroll-Rest-N 


Std. leber leber eber leber ~ Thyroxin-Rest-N 


n/10 Phosphat- | | 


gemisch (pq 7,0) 24 12,3 126 | 68 7h + 0,3 

n/30 Phosphat- 
gemisch (pq 7,0) 36 21,6 254 | 16,1 19,9 | + 3,8 
H, 0 2 19,2 14,5 || 13,7 9,0 — 4,7 
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4. Versuch. Katzenleber. 0,05 mg Thyroxin (Hoffman-La Roche in Am- 
pullen) Gesamt-N in 0,5cem des Ansatzes 0,784 mg. Anfangsrest-N in 
Prozenten der Gesamt-N-Menge 11,234. 





Rest-N in °/, des Proz. Rest-N- 


Auto- . r , Differenz des proz 
. : Gesamt-N Zuwach , proz. 
Suspensions- lysen- __ rsa meee ee i See __| Rest-N-Zuwachses 
fliissigkeit | dauer Thyroxin- Kontroll- Thyroxin- Kontroll- ee 
Std leber leber leber leber a 


n/10 Phosphat- 


gemisch (py 7,0) 24 144 | 146 3,2 3,4 + 0,2 

n/30 Phosphat- 
gemisch (pq 7,0) 24 14,6 14,6 3,4 3,4 0,0 
H,0O 24 35,4 | 38,2 24,2 27,0 +28 


5. Versuch. Katzenleber. 0,05 mg Thyroxin (Hoffman-La Roche in Am- 
pullen) Gesamt-N in 0,5ceem des Ansatzes 0,645 mg. Anfangsrest-N in 
Prozenten der Gesamt-N-Menge 13,1%. 





Rest-N in °/, des Proz. Rest-N- 


Seepensicns- || ipeen. | Gommme-N =| Zuwachs §=—| Dierens dee pros. 
fliissigkeit dauer Thyroxin- Kontroll- Thyroxin-| Kontroll- Kontroll-Rest-N 
Std. leber leber leber leber Phyroxin-Rest-N 
n/10 Phosphat- 
gemisch (pq 7,0) 24 17,6 18,2 4,5 §,1 + 0,6 
H,0 24 19,9 22.3 6,8 9,2 j +24 


Aus diesen Versuchen miissen wir also den SchluB ziehen, dab 
das Thyroxin, entsprechend den Befunden von Abderhalden.und Franke 
und Weil und Landsberg, die Leberautolyse beeinfluSt, diese Beein- 
flussung aber durch Zufiigen von Phosphatsalzen verhindert werden 
kann. 


Im Laufe unserer erwihnten Arbeit wurden auch Autolyseversuche 
mit Insulinzugabe zu den Ansitzen angestellt. Wir haben auch diese 
Versuche ohne Pufferung wiederholt, sind aber zu demselben Resultat 
gelangt, wie dort beschrieben: Insulinzugabe beeinfluBt die Autolyse 
nicht. Wir sehen deshalb von der Mitteilung der Protokolle ab. 

















Kolloidchemische Harnuntersuchungen. 


VII. Mitteilung: 


Die Oberflichenaktivitét des Harns in Abhingigkeit von kérperlicher 
Anstrengung und seelischer Aufreguneg. 


Von 
F.-V. v. Hahn. 


(Aus der kolloidbiologischen Station am Eppendorfer Krankenhaus in 
Hamburg.) 


(Eingegangen am 16. August 1929.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 

Bei der Bearbeitung des Krankenmaterials des Eppendorfer 
Krankenhauses hinsichtlich der Oberflachenaktivitat des Harns wurden 
schon seit einigen Jahren merkwiirdige Ergebnisse beobachtet in dem 
Sinne, daB auch bei normalen Versuchspersonen die erste Harnmessung, 
die kurz nach der’ Einlieferung der Patienten in das Krankenhaus 
stattzufinden pflegte, einen abnorm hohen Oberflichenaktivitatswert 
ergab, wahrend die Wiederholung der Messung zu normalen Werten 
fiihrte. In jedem Falle benutzten wir Nachtharne, um eine mégliche 
Beeinflussung durch kérperliche Arbeit auszuschlieBen. Trotzdem er- 
hielten wir in den meisten Fallen die hohen Werte bei der Messung des 
Harns, der im Aufnahmepavillon sezerniert war. 

Weiterhin fanden wir etwa gleichzeitig, daS auch bei FuBball- 
spielern die Oberflachenaktivitat des Harns, der wahrend des Spiels 
sezerniert wird, nicht parallel geht mit dem MaBe der kérperlichen 


Beanspruchung. 


Beide Beobachtungen veranlaBten uns, naher auf die Ursache 
dieser eigenartigen Oberflachenaktivitatssteigerungen einzugehen und 
zu untersuchen, worauf diese Erscheinung basiert. Um das Ergebnis 
dieser Untersuchungen vorwegzunehmen, sei bereits hier angegeben, 
daB8 nicht die kérperliche Anstrengung. wie W. D. und F.G. Donnan 
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sowie S.Zandrén behaupten, sondern daf die Aufregung, also der 
rein psychische Vorgang, die hohe Oberflachenaktivitat des Harns 
verursacht. 


2. Methodik. 


Gegenitiber der Methodik der Messung der Oberflachenaktivitat, die 
wir friiher in dieser Zeitschrift beschrieben haben, haben wir vom Harn 
Journ.-Nr. 4087 an eine etwas modifizierte Methodik verwendet, die an 
dieser Stelle nur kurz skizziert sei. Eine Abweichung von der alten MeBart 
war durch die Ergebnisse bedingt, die eingehende Untersuchungen von 
Dr. H. Junker in unserem Institut gezeitigt hatten. Es stellte sich naémlich 
heraus, daB die Eintauchtiefe der Tropfréhre von maBgebendem Einflu8 
auf das Ergebnis der Messung ist, und da8 dieser Fehler nur durch sorgfaltiges 
Abwischen der Tropfréhre zwischen Fiillung und Messung zu _beseitigen 
ist. Daraufhin wurde die Methodik geandert und nunmehr folgendermaBen 
verfahren: Die nach jeweils zehn Messungen mit Bichromat-Schwefel- 


: ) 




















Abb. 1. 


sdure gereinigte Tropfréhre wird wie bisher durch Ansaugen gefiillt. Dann 
wird der dabei benetzte auBere Teil der unteren Réhre mit sauberem Zell- 
stoff sorgfaltig abgewischt und nun in der bisherigen Weise die Tropfen- 
zahl bestimmt. Wahrend die Genauigkeit bei der oben genannten Methode 
einen halben Tropfen betrug, kann man bei Anwendung dieses Kunst- 
griffes bequem auf '/,, Tropfen Genauigkeit kommen; die Schatzung dieses 
Anteils ist bei einiger Ubung leicht und sicher méglich. AuBerdem hat 
bei dieser modifizierten Methode die Pipette nur eine obere Marke; es 
wurde die Tropfenzahl bis zum vélligen Austropfen der Pipette gezahlt. 
Dem Fehler, der darin besteht, da®8 die Kapillarattraktion bei verschieden 
oberflachenaktiven Fliissigkeiten verschiedene Volumina in der Kapillare 
zuriickhalt, begegnen wir dadurch, da®B die Kapillaren verhaltnismaBbig 
weit gewahlt werden. Die Tropfgeschwindigkeit wird bei den Tropfréhren 
in einer &hnlichen Art wie bei dem Traubeschen Stalagmometer und Stagono- 
meter durch aufgesetzte Kapillaren geregelt. So entstand eine Apparatur, 
wie sie in Abb. 1 wiedergegeben ist. Das obere Ende der Tropfréhre ist mit 
einem Dreiweghahn verbunden, der es gestattet, sie entweder mit dem Ansaug- 
schlauch oder mit der ausgezogenen (und gegen Bruch durch ein iiber- 
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gestiilptes, mit einer Offnung versehenes Reagenzglas geschiitzten) Kapillare 
zu verbinden. Die Arbeitsweise mit dieser leicht selbst herzustellenden 
Apparatur ist einleuchtend und bedarf keiner weiteren Erklarung. Da bei 
der neuen Arbeitsweise die Genauigkeit stark gesteigert ist, kommt auch 
der EinfluB der Temperatur wesentlich in Frage. Aus diesem Grunde wird 
vor und nach jeder Messung die Temperatur der Fliissigkeit genau bestimmt. 
Das Thermometer dient gleichzeitig zur Festlegung des Beginns der Zahlung : 
Nachdem die Fliissigkeit zunaéchst ein groBes Stiick iiber die obere Marke 
der Tropfréhre hinaufgesaugt ist, 148t man sie langsam auslaufen und 
halt das Thermometer in einem Winkel von etwa 75° zur Senkrechten an 
die Kante der Abtropffliche; mit einem kurzen Ruck entfernt man das 
Thermometer dann, wenn die Fliissigkeit die obere Marke passiert. Auf 
diese Weise erhaélt man die Abgrenzung des Fliissigkeitsvolumens, dessen 
Tropfenzahl man bestimmen will, mit der nétigen Genauigkeit. 


Eine weitere Anderung gegeniiber friiher betrifft die Definition der 
Einheit der Oberflachenaktivitat, fiir die wir friiher den Namen Graham, 
abgekiirzt Gh, vorgeschlagen hatten. Da es sich herausgestellt hat, dal 
die Tropfenzahl nicht in linearem Verhaltnis mit der Oberflachenaktivitat 
steht, andererseits aber fiir die allermeisten Zwecke die Tropfenzah! ein 
sehr brauchbares MaB fiir die Oberflachenaktivitat ist, definieren wir ent- 
gegen der friiheren Angabe die Oberflachenaktivitat folgendermaBen: ,,1 Gh 
ist die Oberflachenaktivitaét eines gelésten Stoffes, die die Tropfenzahl 
seiner Lésung gegeniiber derjenigen des reinen Lésungsmittels um 1%, 
erhéht.‘‘ Die einfachste Formel, nach der man die Oberflaichenaktivitat 


eines Stoffes — oder weniger genau ausgedriickt, einer Lésung, also auch 
eines Harns — errechnen kann, ist: 
gtt 
Gh = (z= ne 1) . 100, 
gtt,, 


worin gtt, die Tropfenzahl des Harns, git, die Tropfenzah] des Wassers, 
bei gleicher Temperatur in der gleichen Tropfréhre gemessen, bedeutet. 

Infolge dieser beiden Anderungen, sowohl der Methode als auch der 
Berechnungsformel, kommt man natiirlich auch zu einer anderen Funktion 
der Abhangigkeit der Oberflachenaktivitét vom spezifischen Gewicht des 
Harns. An 285 Harnen von miannlichen Zuchthauslern, deren Messung 
uns der leitende Oberarzt der Strafanstalten Hamburg-Fuhlsbiittel, Herr 
Dr. Roesing, in liebenswiirdiger Weise erméglichte, erhielten wir eine 
Abhangigkeit der nach der neuen Methode gemessenen Oberflichen- 
aktivitaét des Harns von dessen spezifischem Gewicht, die in Abb. 2 wieder- 
gegeben ist. Die hieraus abzuleitende empirische Gleichung hat die Formel : 


Gh = (D — 1,007) — 970, 
oder, wenn man als spezifisches Gewicht nur die zweite und dritte Dezimale 
angibt: 
Gh = (d — 7) . 0,97. 
Wenn man als zulassige Schwankungsbreite + 4Gh ansieht, so fallen 


in das in Abb. 2 durch die gestrichelten Linien abgegrenzte Bande 94% 
der Werte. 


Entsprechend der Subtrahententabelle fiir die alte Methode, die wir 
in dieser Zeitschr. 178, 252 angegeben haben, sind die Subtrahenten fiir 
, die neue Methode in der nachfolgenden Tabelle I angegeben. 
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Tabelle I. 


Subtrahenten fiir verschiedene Dichte. 





Dichte Gh Dichte Gh Dichte Gh 


1,007 | = 0.0 1,016 8,7 1,025 17,5 
1,008 1,0 1,017 9.7 1,026 18,4 
1,009 1,9 1,018 10,7 1,027 19.4 
1,010 29 1,019 11,6 1,028 20,4 
1,011 3, 1,020 12,6 1,029 21,3 
1,012 49 1,021 13.6 1,030 22.3 
1,013 5,8 1,022 14.6 1,031 23.3 
1,014 6,8 1,023 15,5 1,032 24.3 
1,015 7.8 1,024 16,5 1,033 25,2 


Wenn man also einen Harn nach der neuen Methode auf seine 
Oberflachenaktivitit untersucht hat, so kann man die Feststellung, 
ob es sich um eine pathologische Erhéhung der Oberflachenaktivitit 
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handelt, dadurch vornehmen, da8 man von der aus der Messung nach 
obiger Formel berechneten Oberflachenaktivitét in Graham, den 
Subtrahenten fiir die betreffende Dichte (entnommen aus Tabelle I) 
abzieht: Ist die erhaltene Zahl gréBer als 4,0, so handelt es sich um 
einen fiir Nachtharne pathologischen Wert. 


8. Die Ergebnisse der Harnstalagmometrie bei Fufballspielern. 


Da iiber die sportarztlich interessanten Befunde an anderer Stelle 
ausfiihrlich berichtet werden soll, mége hier eine kurze Zusammenfassung 
geniigen. Die Messungen wurden vor und nach FuSballwettspielen vor- 
genommen, gleichzeitig wurde der Puls gezahlt in der Annahme, daB die 








110 F.-V. v. Hahn: 


Erhéhung der Pulszahl pro Minute cum grano salis ein MaB fiir die An- 
strengung sein wird. In der Abb. 3 sind nun die verschiedenen Messungs- 
ergebnisse graphisch dargestellt. Hierbei bedeuten: 
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Abb. 


Betrachtet man zuniéchst die Kurve fiir die Oberflachenaktivitat des 
Harns (Bezeichnung Gh), so sieht man, daB nicht der Mittelstiirmer, der 
offensichtlich die gréBte kérperliche Anstrengung zu leisten hat, den héchsten 
Wert der Oberflichenaktivitét des Harns zeigt, sondern der Torwirter. 
Dieser aber hat gerade die geringste Pulsbeschleunigung (P-Kurve). Das 
spezifische Gewicht der Harne (D-Kurve) steht in keinem Verhaltnis zur 
Oberflachenaktivitaét oder zur Pulskurve. Etwa parallel zueinander gehen 
die Kurven fiir Kochsalzgehalt (NaCl-Kurve) und Harnstoffgehalt 
(U-Kurve); beide verlaufen etwa antibath der Kurve fiir die Pulszahl; 
d.h. bei groBer kérperlicher Anstrengung wird weniger Kochsalz und 
Harnstoff im Harn ausgeschieden; dieser Befund ist einleuchtend, da 
infolge hoher SchweiBabsonderung der Kérper in gewisser Weise an Koch- 
salz und Harnstoff verarmt. 


Der Ausfall dieser Messungen brachte uns auf den Gedanken, dab 
vielleicht die Aufregung als Ursache fiir die Oberflichenaktivitatssteigerung 
anzusehen sein kénnte. Es ist bekannt. daB sich die Aufregung dann be- 
sonders bemerkbar macht, wenn keine besonderen Ablenkungen durch 
kérperliche Bewegung gleichzeitig vorhanden sind. Dies erklart vielleicht 
die besonders hohen Werte bei den Torwartern. Die Mittelstiirmer als 
Spielfiihrer haben trotz der groBen kérperlichen Anstrengung die gréBte 
Aufregung. 

Betrachtet man die FuBballspieler —- ohne Beriicksichtigung ihrer 
Stellung im Spiel — als Einheit, so sieht man aus den Harnwerten, dai 
fiir jede Dichte die Oberflachenaktivitaét nach dem Spiel héher liegt, als vor 
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dem Spiele. Wenn dies, wie aus Abb. 4 hervorgeht, ganz allgemein gilt, 
so ist es naheliegend, einen anderen Zusammenhang zu suchen, als es gerade 
die kérperliche Arbeit ist, die fiir die verschiedenen Spieler so sehr 
different ist. 
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Abb. 4. 


4. Die Ergebnisse der Harnstalagmometrie bei Werftarbeitern. 


Zur naheren Priifung der Frage, ob die kérperliche Anstrengung iiber- 
haupt von EinfluB auf die Oberflichenaktivitét des Harns ist, wurden 
Messungen an Werftarbeitern vorgenommen; die Erlaubnis hierzu ver- 
danken wir der Betriebsleitung der Vulkanwerft in Hamburg. Sowohl 
bei ungeiibten als auch bei geiibten Arbeitern tritt eine Erhéhung der 
Oberflachenaktivitat des Harns durch die Arbeit nicht ein: Jm Durch- 
schnitt liegen die Harne sogar 0,39Gheorry niedriger als vor der Arbeit. 
Somit ist bewiesen, da8 die starke kérperliche Anstrengung, die bewirkte, 
daB noch 35 Minuten nach Beendigung der Arbeit der Puls durchschnittlich 
um 4% erhéht war gegeniiber dem Wert, der vor Beginn der Arbeit fest- 
gestellt wurde, ohne jeden Einflu8 auf die Oberflachenaktivitét des Harns 
war. Das Verbaltnis der Oberfliichenaktivitaét zum spezifischen Gewicht 
ist in Abb. 5 graphisch dargestellt. 


Im Vergleich mit Abb. 4 sieht man, dab 
ein enormer Unterschied zwischen den Werten 
bei Werftarbeitern und denjenigen bei Fub- 
ballspielern zu beobachten ist. 


An einem leider nur kleinen Material 0+ 
konnte verfolgt werden, wie sich schwere 
kérperliche Arbeit auswirkt, wenn sie einmal 
ohne Aufregung, das andere Mal mit Auf- 
regung verrichtet wird. Zu diesen Messungen 
stellten sich die Tillergirls der Hallerrevue zur 
Verfiigung; es ergab sich, daB, bei genau gleicher kérperlicher Anstrengung, 
nach der Probe die Oberflaichenaktivitét eher niedriger war als vor der 
Probe, dagegen nach der Auffiihrung im Durchschnitt 11 Gheoyr héher 
war als vor der Auffiihrung. Die Pulszahlen waren nach der Probe und 
nach der Vorstellung in gleicher Weise gesteigert; hieraus ersieht man, 
daB tatsichlich die Aufregung die Ursache fiir die Erhéhung der Ober- 
flachenaktivitét war. 
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5. Die Ergebnisse der Harnstalagmometrie bei Patienten der Impfanstalt 
und Zahnklinik. 


Das andere Extrem zu den Untersuchungen an Werftarbeitern sind 
Untersuchungen an aufgeregten Menschen, die keine kérperliche Arbeit 
leisten. Wir glaubten, Material fiir diese Untersuchungen bei Impfkindern 
und in der Schulzahnklinik erhalten zu kénnen; tatsachlich haben die 
Untersuchungen die Richtigkeit der Annahme bewiesen, daB man bei 
diesen, fiir die Kinder mit Aufregung verbundenen Ereignissen Harne 
von gesteigerter Oberflichenaktivitaét finden wiirde. Herr Oberimpfarzt 
Professor Dr. Paschen stellte uns die Kinder, die sich in der Impfanstalt 
impfen lassen, zur Verfiigung, die Herren Drs. Pfliiger das Material der 
Zahnklinik des Eppendorfer Krankenhauses. In Abb. 6 sind die erhaltenen 
Werte graphisch dargestellt, und zwar entsprechen die durch Punkte 
angegebenen Werte den Impflingen, die durch Andreaskreuz angegebenen 
den Patienten der Zahnklinik. Fast saimtliche Punkte liegen iiber der 
normalen Linie, die in der friiher beschriebenen Weise erhalten wurde 
(alte Methode). Im Durchschnitt betrigt die Oberflichenaktivitiats- 
steigerung bei den Impfkindern + 2,6 Gheorr. Es sei betont, daB es sich um 
ein ausgewahltes Materia! insofern handelt, als nur besonders angstlich 
erscheinende Kinder der die Harne sammelnden Laborantin von den Impf- 
arzten zugefiihrt wurden. Von den 74 Kindern hatten 57 Harne mit 
positivem Gh-Wert. 
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Wie zu erwarten, war die Aufregung bei den Patienten der Zahnklinik 
noch erheblich gréBer. Die Oberflaichenaktivitatssteigerung betrug durch- 
schnittlich 4,9 Gheorr, sie entspricht also etwa den Werten bei den FuBball- 
spielern. Auffallig ist das spezifische Gewicht der Harne. Dieses betragt 
im Durchschnitt bei den Impfkindern 1,013, bei den Patienten der Zahn- 
klinik sogar nur 1,010. Es ist damit zu rechnen, da8 eine vermehrte Sekretion 
infolge der Erregung zu dieser starken Verdiinnung gefiihrt hat. 


6. Die Ergebnisse der Harnstalagmometrie bei Schutzpolizisten. 


Der endgiiltige Beweis fiir die Behauptung, daB8 kérperliche Arbeit 
ohne EjinfluB auf die Oberflaichenaktivitaét des Harns ist, seelische Auf- 
regung diese aber in hohem Mafe steigert, war nur durch Untersuchung 
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eines gleichmaBigen Materials zu erbringen, wobei dem einen Teil der 
Versuchspersonen schwere kérperliche Arbeit, dem anderen Teil der gleich- 
wertigen Personen eine starke Avufregung zugemutet wurde. In liebens- 
wiirdigster Weise stellte der Chef der Ordnungspolizei, Herr Polizeioberst 
Danner, die Mannschaften der Polizeischule Bahrenfeld zu diesen Unter- 
suchungen zur Verfiigung. Ohne auf die Einzelheiten der Messungen ein- 
zugehen, die ebenfalls in extenso an anderer Stelle niedergelegt werden, 
seien hier nur die Ergebnisse dieser Messungen wiedergegeben. 

An zwei Terminen, naimlich am 27. Januar 1927 und 28. September 1928 
wurden je zwei Ziige der Schutzpolizisten vor und nach dem Vormittags- 
dienst zur Abgabe des Harns veranlaSt und dieses grofe Material (im 
ganzen 219 Personen) auf Oberflichenaktivitaét und spezifisches Gewicht 
untersucht. 

Bei dem ersten Termin fand vor der ersten Messung, wie wir erst 
spiter erfuhren, ein Appell statt, der immerhin mit einer wenn auch geringen 
Aufregung verbunden ist. Hierauf hatte der eine Zug Exerzierdienst, der 
andere Unterricht. Wie die beiden Schaubilder in Abb. 7 obén zeigen, 
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lagen die Werte nach dem Exerzieren und nach dem Unterricht fast genau 
gleich, in beiden Fallen etwa 3Gh niedriger als vor dem Dienst. 

Um die durch den Appell offensichtlich hervorgerufene Fehlerquelle 
zu vermeiden, wurden die Messungen im September 1928 wiederholt, 
diesma] hatte der eine Zug Turnen und der andere eine kurz dauernde 
miindliche Priifung. Wie in Abb. 7 unten graphisch dargestellt ist, hatte 
das Turnen keinerlei EinfluB auf die Oberflichenaktivitat des Harns, 
dagegen wurde durch die miindliche Priifung eine Steigerung von durch- 
schnittlich 5Gh bewirkt. Die entsprechenden Pulszahlen sind folgende: 
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Bei den Turnern betrug die Steigerung 29°, bei den Priiflingen dagegen 
2,394; von den 48 Turnern hatten 27 eine Erhéhung der Oberflachen- 
aktivitat des Harns, 21 eine Erniedrigung. Bei den Priiflingen hatten 
34 eine Erhéhung und 9 eine Erniedrigung. Die durchschnittliche Ver- 
anderung der Oberflaichenaktivitat hingegen betrug bei den Turnern 
0,8 Gheory, bei den Priiflingen 4,8 Gheorr. 


Zusammenfassung. 

An 699 Versuchspersonen der verschiedensten Art konnte ein- 
wandfrei festgestellt werden, daB die kérperliche Anstrengung ohne 
EinfluB auf die Oberflaichenaktivitat des Harns ist, daB hingegen 
seelische Erregungen zu bedeutenden Steigerungen der Oberflichen- 
aktivitat fiihren. 


Die Untersuchungen werden demniachst in extenso in der ,,Arbeits- 
physiologie veréffentlicht; dort wird auch das Zahlenmaterial wieder- 
gegeben werden. 
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Fraktionierung und Konzentrierung himolytischer Immunsera. 


Von 
H. Schultze und H. Gross. 


(Aus dem Institut fiir experimentelle Therapie ,,Emil von Behring“, 
Marburg a. d. Lahn.) 


(Eingegangen am 20. August 1929.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die hamolytischen Ambozeptoren sind bekanntlich wie die Anti- 
toxine im Immunserum an bestimmte Eiweiffraktionen gebunden, 
und es gelingt mit Hilfe verschiedener Methoden, die Hiamolysine 
zusammen mit diesen Proteinfraktionen des Serums quantitativ ab- 
zuscheiden und gegebenenfalls anzureichern. Die Globuline erwiesen 
sich bisher fast stets als die Trager der spezifischen Wirkung, waihrend 
sich das Serumalbumin frei von Antikérpern zeigte (Landsteiner') 
Die Beantwortung der Frage, an welcher Globulinfraktiion (Pseudo- 
oder Euglobulin, nach Hofmeister-Kauder) die hamolytischen Ambo- 
zeptoren gebunden sind, hangt sehr von der Wahl der Methode ab. 
Man findet daher in der Literatur haufig sich widersprechende Angaben. 
So sitzt nach Untersuchungen von Fuhrmann® und Meyer* das Hamo- 
lysin am Eu- und Pseudoglobulin, nicht am Albumin. Friedberger 
und Goretti* fanden bei Dialyse und CO,-Fallung den himolytischen 
Ambozeptor am Globulinanteil des Serums, jedoch zeigte auch der 
in Lésung gebliebene Teil eine geringe himolytische Wirkung. Mit 
Hilfe des Acetonverfahrens lieB sich nach Angaben von Piettre® und 
Chrétien das Himolysin als an das Serumalbumin, d. h. auch hier wieder 
an den in Lésung gebliebenen Teil gebunden feststellen. 

Mit dem elektroosmotischen Verfahren, das von Ruppel® und 
seinen Mitarbeitern angewandt wurde, konnte das Himolysin aus- 


1 Zentralbl. f. Bakt. 27, 357, 1900. 

2 Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 3, 417, 1903. 

3 Journ. of Inf. dis. 22, 1, 1918. 

4 Zeitschr. f. Immunitatsf. 2, 1914. 

5 Rev. d. path. comp. et d’hyg. gen. 27, Nr. 321, 8. 331 bis 352. 

6 Zeitschr. f. Hyg. u. Inf. 97, 188, 1922; vgl. auch Lasch und Reitstotter, 
diese Zeitschr. 190, 85, 1927. 
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schlieBlich mit dem Pseudoglobulin zur Abscheidung gebracht werden. 
Auch Locke und Hirsch! konnten reine, gut wirksame Pseudoglobulin- 
lésungen durch Elektrodialyse nach Pauli herstellen, wihrend Lauben- 
heimer und Vollmar® den hamolytischen Ambozeptor durch Elektro- 
ultrafiltration (Bechhold- Rosenberg) quantitativ im Euglobulin isolieren 
konnten. 

Die sich haufig widersprechenden Versuchsergebnisse sind durch 
die Verschiedenheit der angewandten Fraktionierungsmethoden be- 
dingt. Wir haben uns daher in dieser Arbeit mit den hauptsichlichsten 
Verfahren der EiweiSfraktionierung beschiftigt und sie - besonders 
auf ihre Eignung fiir die Konzentrierung des Himolysins gepriift. 
Da der Zustand bzw. die Vorbehandlung des Ausgangsserums bei 
Zerlegung in seine EiweiBbestandteile eine betriachtliche Rolle spielt, 
haben wir vergleichende Fraktionierungsversuche mit frischem, nicht 
erhitztem und mit lange gelagertem, auf 55° erhitztem Serum angestellt 
und neben dem Aussalzungsverfahren die dialytische Trennungsmethode 
und die Elektrodialyse zur Fraktionierung herangezogen. 


1, Ammoniumsulfatfaillung. 


Die Fallbarkeit mit Ammoniumsulfat priiften wir an drei ver- 
schiedenen Hammelblut hamolysierenden Kaninchenseren, von denen 
eines frisch, nicht carbolisiert und nicht erhitzt war, wihrend die beiden 
anderen ungefaihr 3 Jahre alt, auf 55° erhitzt und mit 05°, Carbol 
versetzt waren. In Reihenversuchen wurde die gleiche Serummenge 
nach Verdiinnen mit Wasser mit steigenden Mengen gesattigter Ammon- 
sulfatlésung versetzt (Fallungsschema siehe unten), und nach 24stiindigem 
Stehen in verschlossenen GefaBen wurde die Priifung des Hamolysin- 
gehalts nach gutem Abzentrifugieren bei 3000 Umdrehungen in den 
einzelnen Fraktionen vergenommen. Zu diesem Zwecke wurden die 
Eiweibfallungen zunachst durch Pressen auf Ton von der Hauptmenge 
des Ammonsulfats befreit und dann mit physiologischer Kochsalz- 
lésung gelést und auf das Volumen des Ausgangsserums aufgefiillt. 
Da die so erhaltenen EiweiBlisungen einen Ammonsulfatgehalt von 
héchstens 0,5°,, hatten, sahen wir von einer weiteren Salzentfernung 
durch Dialyse ab. 

In allen untersuchten Fallen erreichte der gefundene Hamolysin- 
wert in der durch 50° ,ige Sattigung gefillten Fraktion seinen mit 
dem urspriinglichen Serum identischen Héchstwert. Auch konnten 
wir in den zur Kontrolle aus den Filtraten durch Ganzsittigung mit 
Ammonsulfat isolierten Albuminfraktionen nach Reinigung durch 


1 Journ. of Inf. dis. 35, 509, 1924; 37, 449, 1925; 39, 116, 1926. 
2 Zeitschr. f. Hyg. 106, 202, 1925. 
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Elektrodialyse kein Hamolysin nachweisen und somit die Ergebnisse 
von Landsteiner, Fuhrmann und Meyer bestitigen. 

Wahrend nun beim frischen Kaninchenserum die Fraktion zwischen 
45 und 50°, Ammonsulfatsattigung noch einen merklichen Gehalt 
an Hamolysin hatte, war bei den beiden abgelagerten und auf 55° 
erhitzten Seren das gesamte Hiémolysin schon bei 40 bzw. 45°, iger 
Fallung ausgeschieden. 
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Abb. 1 f 
Ammonsulfatfaillungskurven. 
Serum ©. Himolytisches Kaninchenserum; 3 Jahre alt, erhitzt 


Ordinate: °/, des in Lisung bleibenden Eiweifes. 
Punktierte Kurve: himolytischer Titer. 
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Abb. 2. 
Serum D. Hitmolytisches Kaninchenserum; frisch, unbehandelt. 
Punktierte Kurve: himolytischer Titer 
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Abb. 3. Serum 
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E. Himolytisches Kaninchenserum; 3 Jahre 
himolytischer Titer. 


Punktierte Kurve: 
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Starlinger und Hartl (diese Zeitschr. 160, 113, 1925) vereinfachten Methode 
in den Filtraten vor. 
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Ferner zeigten sich Unterschiede der Verteilung des Hiamolysins 
innerhalb seiner Abscheidungsfraktion. Beim frischen Serum D stieg 
die hamolytische Wirksamkeit mit zunehmender Ammonsulfat- 
sittigung allmahlich an und erreichte ihr Maximum erst in der letzten 
Phase des Ausfallungsprozesses. Dagegen wurde beim alten Serum E 
die Hauptmenge des Hiamolysins schon bei niederem Sattigungsgrad 
ausgeschieden. Auffallend gering ist die Fraktionsbreite des himolysin- 
fiihrenden Eiweibes bei Serum C, wo das gesamte Himolysin in den 
engen Grenzen zwischen 35 und 40°, Sattigung gefallt wird. Anderer 
seits zeignet sich gerade dieses Serum durch einen besonderen Grad von 
Unstabilitat aus, indem es wahrend der Aufbewahrungszeit betriacht- 
liche Mengen EiweiB ausschied und, wie der Knick in der nach drei- 
jahriger Lagerzeit ermittelten Fallungskurve anzeigt, seine Fallbarkeit 
mit Ammonsulfat an einer Stelle (bei 40°, Sattigung) plétzlich andert. 
Offenbar fehlt diesem Serum in seinem jetzigen Zustand ein sonst 
im Serum vorhandener Peptisator, der fiir eine kontinuierliche Ab- 
nahme der Eiweibléslichkeit in zunehmend gesattigter Ammonsulfat- 
lésung Sorge tragt, wie es z. B. beim frischen Serum D der Fall ist. 
Ob der Mangel an Schutzstoff bei Serum C schon in frischem Zustand 
bestand, oder ob er erst eine Folge des Erhitzens oder der langen Lagerzeit 
ist, kénnen wir nachtraglich nicht entscheiden. Daf durch Erhitzen 
die Fallbarkeit eines Serums durch Ammonsulfat gesteigert wird, 
geht aus der Verschiebung der Fallungskurve des frischen Serums D 
durch halbstiindiges Erwarmen auf 56° hervor. 





~Y% Eiweih 











2 B30 335 40 45 50 55 60 
% Ammonsulfatsattigung 





Abb. 4 


Kurve 1: Frisches Serum D, nicht erhitzt. 
Kurve 2: Dasselbe Serum nach Erhitzen. 








120 H. Schultze u. H. Gross: 


Wir glauben, daB die hier gemachte Beobachtung in engem Zu 
sammenhang steht mit der von Reiner! auf Grund besonderer Fest- 
stellungen bei der Serumfraktionierung im isoelektrischen Gebiet 
mittels Elektrodialyse gewonnenen Ansicht, da® die Fiallbarkeit des 
Globulins in starkem Mabe abhingig ist von einem im Serum vor- 
handenen Schutzstoff. Zum Nachweis desselben erscheint uns das 
Studium des Verlaufs der Ammonsulfatfaillungskurve und ihre Ver- 
ainderung beim gleichen Serum mit der Zeit und durch duBere Ein- 
wirkungen wie Erhitzen als besonders geeignet. In dieser Richtung 
angestellte Versuche mit antitoxischem Serum sind im Gange und werden 
auch zum Nachweis der Verinderung des Serumschutzstoffes im Tier- 
kérper wahrend des Verlaufs der Immunisierung in einer demnichst 
erscheinenden Arbeit des einen von uns herangezogen. 

Zur hier interessierenden Frage der Verteilung des Hiimolysins 
auf einzelne Ammonsulfatfraktionen des SerumeiweiBes lat sich nach 
vorstehenden Versuchen mit maBig verdiinntem Kaninchenserum 
zusammenfassend sagen, daB die Gesamtmenge des Himolysins durch 
Halbsattigung mit Ammonsulfat abgeschieden wird, und da8 entgegen 
der Befunde von K. Meyer? eine weitere Beschrinkung innerhalb 
dieser Fraktion bei alten abgelagerten und erhitzten Seren méglich ist. 


2. Dialyse. 

Die gleichen Seren wurden nun der Dialyse gegen flieBendes 
destilliertes Wasser unterworfen. Wir gingen aus von je 30 ccm Serum, 
die wir in kleinen Portionen in verschlieBbaren GlasgefaBen mit Cello- 
phanbéden 8 Tage lang unter gleichmafiger Bewegung dialysieren 
lieBen. Das ausgeschiedene Eiweif wurde, nach Zentrifugieren bei 
3000 Touren und Waschen mit wenig destilliertem Wasser, in n/100 
Natronlauge gelést, physiologisch besalzen und eventuell carbolisiert ; in 
gleicher Weise wurde das klare Zentrifugat auf den physiologischen Salz- 
gehalt und den py des Ausgangsserums gebracht und die Titereinstellung 
in der auf das Ausgangsvclumen bezogenen Verdiinnung desselben vor- 
genommen. 

Zusammenstellung der Ergebnisse. 








ee ee Ausgefilltes Himolytischer Titer 
zunahme | Fiweib in %o | des gelést +" 
der Ausgangs- des ausgefillten |  gebliebenen des Ausgangs- 
%}, mange Eiweibes EiweiBes serums 
Serum C 45 | 13,0 1 : 300 1: 400 1: 800 
y a SY 10,8 1 : 600 1 : 600 1: 1000 
i 67 | 6,8 1 : 300 1 : 300—400 1 : 1500 


1 Diese Zeitschr. 191, 158, 1927; Reiner und Kopp, Kolloidzeitschr. 
46, H. 2, 8. 99, 1928. 
* ic. 
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Wie ersichtlich, ist die Verteilung des Haimolysins auf die Fraktionen 
der Dialyse eine ganz andere wie auf die einzelnen Ammonsulfat- 
fraktionen. Auch ]aBt sich kein Zusammenhang zwischen den durch 
Dialyse ausgefillten und als Euglobulin bezeichneten Eiweibmengen 
und den in der Literatur mit gleichem Namen genannten Abscheidungs- 
produkten bei 33°,iger Ammonsulfatsattigung erkennen. Es finden 
sich hierdurch die Befunde von Freund und Joachim! bestatigt, dab 
die durch stufenweise Ammonsulfatfillung getrennten Globulin- 
fraktionen nicht identisch sind mit den bei der Dialyse sich ab- 
scheidenden. 

3. Elektrodialyse. 


Wir benutzten zur Elektrodialyse der unverdiinnten Seren das 
Verfahren der Elektro-Osmose Aktiengesellschaft mit abgestimmten 
Membranen nach Ruppel? und nahmen die Aufarbeitung der Fraktionen 
in gleicher Weise vor wie bei der Dialyse, nur da8 wir zum Auflésen 
des gefallten EiweiBes statt Natronlauge und Kochsalzlésung Normosal 





benutzten. 
Zusammenstellung der Ergebnisse. 
Ausgefilltes Himolytischer Titer 
Eiweib in °/9 ten aeldet j 
der Ausgangs- des ausgefiillten Pa wl ‘des Ausgangs- 
menge Eiweifes Eiweifes serums 
SerumC..... 31,70 1: 500 1: 300 1: 800 
9 ee S 13,90 1: 300 1 : 1200 1 : 1200 
ae ay 45.70 1 : 1200 1: 400 1 : 1500 
Die durch Elektrodialyse abgeschiedenen Fraktionen sind mengen- \ 


maBig gréBer als die bei gew6hnlicher Dialyse ausgefallten, sie enthalten 
die Hauptmenge des Himolysins bei den alten Seren, beim frischen 
Serum ist der gréBere Teil an die lésliche Fraktion gebunden. Wir 
erblicken in diesem Ergebnis eine Bestitigung der Befundée von Otio 
und Sukiennowa®, die entgegen der Ansicht Ruppels* ebenfalls beide 
Fraktionen der Elektrodialyse als hamolytisch wirksam fanden. Die 
Verschiedenheit der Verteilung bei frischem und altem Serum stellt 
das Haimolysin in Analogie zu den Antitoxinen, die sich, wie Ornstein ® 
an groBem Material zeigen konnte, ahnlich verhalten. 


1 Zeitschr. f. physik. Chem. 36, 407, 1902. 

2 Anodenmembran = Chromgelatine, Kathodenmembran — Pergament, 
vgl. Ruppel, Ornstein, Carl und Lasch, Zeitschr. f. Hyg. u. Inf. 97, 188, 
1922. 

8 Zeitschr. f. Hyg. 101, 389, 1924. 

‘Ile. 

5 Zeitschr. f. Immunitatsf. 57, 507, 1928. 
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Die erwahnte Tatsache, daB durch gewéhnliche Dialyse | nur 
hamolytisch geringwertige EiweiBbabscheidungen bei alten und _ er- 
hitzten Seren erfolgen, gab uns die Méglichkeit, aus den Dialysen- 
zentrifugaten cine héherwertige EiweiBfraktion dadurch auszufallen, 
da wir nachtriglich die elektrodialytische Spaltungsmethode an- 
wandten. Wir erhielten auf diese Weise aus dem unbehandelten ge- 
klarten Dialysat des Serums C eine Abscheidung von 20,8°, EiweiB 
des Ausgangsserums, die nach Peptisieren und Auffiillen auf das Serum- 
ausgangsvolumen einen himolytischen Titer von 1 : 600 (Kontrolle C 
1: 800) besaB. Entsprechend konnten wir aus Serum E eine Zwischen- 
fraktion mit 11.2%, des AusgangseiweiBes und einen Himolysingehalt 
von 1: 350 bis 400 (Kontrolle 1: 1500) isolieren. Die Zentrifugate 
dieser Fallungen waren in beiden Fallen himolysinhaltig, ihr Wert 
betrug bei Serum C 1: 300 (Kontrolle 1: 800), bei Serum E 1: 400 
(Kontrolle 1 : 1500). 

Beim Vergleich der Ergebnisse der hier angefiihrten Fraktionierungs- 
verfahren erkennt man so groBe quantitative und in bezug auf ihre 
hamolytische Wirkung auch qualitative Unterschiede bei den einzelnen 
Fraktionen, daB es unméglich erscheinen muB, die Frage der Zu- 
gehorigkeit des Hamolysins zu einer bestimmten FEiweiBart zu ent- 
scheiden. Die Methode der Elektroultrafiltration, mit deren Hilfe 
Laubenheimer! die quantitative Abscheidung des Himolysins gelang, 
entscheidet die Fraktionsspezifitaét erst dann, wenn der einheitliche 
Charakter der EiweiBfallung erwiesen ist. 


4. Konzentration. 

Als Grundlage fiir die Konzentration unserer hiamolytischen 
Sera diente uns die Ammonsulfatfallung. Aus Serum C konnten wir 
durch Abscheidung des Hiimelysins. bei 40°,iger Ammonsulfat- 
sattigung und Auflésen des auf Ton gut abgepreBten Niederschlages 
im fiinften Teile der Serumausgangsmenge ein hamolytisch wirkendes 
Praiparat mit 11,1°,, EiweiB gewinnen, dessen urspriinglicher Titer 
von 1: 1000 auf 1: 3000 angestiegen war. Nach 2 Monaten ging die 
Wertigkeit auf 1 : 1500 zuriick. Der unstabile Charakter dieses Konzen- 
trats aiuBerte sich auch in der geringen Lésungsbestindigkeit, indem 
eine Probe nach dreitagigem Aufbewahren im Brutschrank bei 37° 
gerann. Die Herstellung einer lésungsstabilen und relativ titer- 
bestindigen Hamolysinlésung gelang erst durch Anwendung der 
Elektrodialyse mit abgestimmten Membranen. Wir entfernten zunachst 
die Hauptmengen des im Niederschlag der 40°,igen Ammonsulfat- 
fallung noch vorhandenen Ammonsulfats durch eine kurze Vordialyse 


1 le. 
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ind entzogen dem Dialysat die letzten Salzreste durch den elektrischen 
Strom!. Die auf diesem Wege nach Entfernen der Ausfillungen er- 
haltene klare Lésung (Pseudoglobulin) zeigte bei ihrem  geringen 
EiweiBgehalt von 3,84 °(, einen Durchschnittstiter von 1 : 3000, wahrend 
das Stammserum als Kontrolle nur in der Verdiinnung | : 800 wirksam 
war. Diese vor 5 Monaten festgestellte Titerhéhe behielt das Serum 
bei taglicher? Nachpriifung bis heute unveriindert bei. Von geringerer 
Titerstetigkeit und Lésungsbestindigkeit erwiesen sich die ebenfalls 
hamolysinhaltigen EiweiBlésungen der Fallungsprodukte der Dialyse 
und Elektrodialyse. Das Ergebnis der Konzentrierung ist in folgender 
Tabelle zusammengestellt. 





Menge EiweiB-| Eiweif-| _,. !soliertes 
——. gehalt menge Eiweifs in Titer 
der Ausgangs- . 
ecm ° M4 menge 
Ausgangsserum ©... . 950 6,12 58,14 1: 800 
Ausfallung der Vordialyse 74 8,62 | 6,38 10,97 1 : 600—S800 
Ausfallung der Elektro- 
a ho Gi enn 74 7,22 5,70 9,80 1 : 2000 
Stabile Endlésung (Pseudo- 
| ee 180 3,84 6,91 11,89 1;: 3000 


Die Anwendung des kombinierten Anreicherungsverfahrens auf 
Serum D und E hatte folgende Ergebnisse : 





J . A : Isoliertes 
Eiweifi- Eiweifi- 


CChy 0/5 g menge 
Ausgangsserum D... . 60 7,75 4,65 - 1 : 1200 
Endprodukt aus Serum D 
(Pseudoglobulin) . . . 16 5,39 0,862 18,55 1 : 6000 
Ausgangsserum FE... . 1500 7,22 |108,3 -- 1 : 1500 
Endprodukt aus Serum E 
(Pseudoglobulin) . . . 370 3,40 | 12,58 11,62 1 : 1500 


Wie ersichtlich, fiihrte bei Serum D die Anwendung der Elektro- 
dialyse nach Ruppel auf die durch Halbsattigung mit Ammonsulfat 
abgeschiedene EiweifSfraktion zu einer betrichtlichen Anreicherung 


1 Vgl. Ruppel, l.c., und Lasch und Reitstétter, diese Zeitschr. 190, 84, 
1927: Stern, ebendaselbst 144, 115, 1924. 
2 Das Serum wurde zur taglichen Einstellung bei der Wassermannschen 


Reaktion benutzt. 
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der hamolytischen Wirks§mkeit gegeniiber der des Ausgangsserums 
in der léslichen, 5,39 °,, eiweiBhaltigen Endphase, wahrend aus dem durch 
45°.ige Sattigung mit Ammonsulfat vorbehandelten Serum E eine 
3,4°.ige Eiweiblésung von nur derselben Titerhéhe wie das Ausgangs. 
serum erhalten wurde. Das ungiinstige Konzentrationsergebnis bei 
Serum E ist eine Folge der ungleichmaBigen Verteilung des Himolysins 
auf die einzelnen EiweiSphasen seiner Abscheidungsfraktion mit 
Ammonsulfat. In diesem Falle sind die in groBen Mengen wihrend 
der Aufarbeitung ausgeschiedenen labilen Anteile die Trager der Haupt- 
menge des Hamolysins, eine Tatsache, die durch  samtliche 
Fraktionierungsversuche mit Serum E erwiesen ist. Durch Wieder- 
auflésen einer solchen labilen Fraktion in ungefihr dem dritten Teile 
des Ausgangsvolumens, z. B. einer, die bei der Elektrodialyse des um 
das Fiinffache verdiinnten Serums ausgefallen war, erhielten wir einen 
héheren Hamolysintiter als das Ausgangsserum. 





nee |Hiweif- Eiweib- _. !soliertes 
Menge gehalt menge Eiweib in °/o Titer 
der Ausgangs- 
ecm Oo g menge 
Ausgangsserum EF... . 20 7,22 1,444 — 1 : 1500 
Endprodukt aus Serum E 
(Fuglobulin) ..... 7,2 6,26 0,451 31,32 1 : 2000 
Da bekanntlich die hamolytischen Immunsera — wie wir dies 


auch bei unseren Versuchen sahen — bei Einstellungen an verschiedenen 
Tagen Titerschwankungen zeigen, die auf den Komplementgehalt 
des jeweils verwendeten Meerschweinchenserums und auf die Hammel- 
blutaufschwemmung zuriickzufiihren sind, so untersuchten wir alle 
Serumproben nochmals zusammen an einem Tage mit dem gleichen 
Komplement und Hammelblut und haben gréBtenteils die hierbei 
gefundenen Titerwerte mitgeteilt. 

Es sei auch hier auf das auffallend iibereinstimmende Verhalten 
antitoxischer und hamolytischer Seren hingewiesen, indem die fiir die 
Antitoxinkonzentrationen maBgebenden Bedingungen! auch beim 
Hamolysin erfiillt sein miissen, wenn seine Konzentrierung nach dem 
hier benutzten Verfahren der Eiweiffraktionierung vorgenommen 
werden soll. Ob bei Verwendung anderer Konzentrationsverfahren* 
dieselbe Analogie besteht, ist fraglich. Hieriiber sollen weitere Versuche, 
zu denen wir auch hiamolytisches Pferdeserum heranziehen werden, 
AufschluB geben. 


1 Vgl. Ornstein, 1. c. 

2 Z.B. der Isolierungsmethode von Liebermann und Fennyvessy, 
Zentralbl. f. Bakt. I. Orig. 47, 274, 1908; vgl. auch Susuma Uchida, Journ. 
of Inf. dis. 40, Nr. 5, 1927. 
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Zusammenfassung, 

1. Das Hamolysin ist im Serum sowohl auf stabiles wie auf labijes 
KiweiB verteilt. 

2. Die in der Literatur als Euglobulin bezeichneten EiweiBbestand- 
teile des Serums fallen je nach dem Abscheidungsverfahren in ver- 
schiedenen Mengen an und unterscheiden sich in ihrem Hiamolysin- 
gehalt voneinander. 

3. Frisches, nicht erhitztes Serum verhalt sich bei der Zerlegung 
in hamolytisch wirkende Eiweiffraktionen anders als altes und erhitztes 

4. Bei abgelagerten erhitzten Seren ist eine engere Begrenzung 
der hamolysinfiihrenden Fraktion méglich als bei frischen, nicht erhitzten. 

5. Fir die Konzentrierung haimolytischer Seren durch Isolierung 
besonders wirksamer Eiweibfraktionen sind dieselben Gesichtspunkte 
maBgebend wie bei der Antitoxinkonzentration. 

6. Es gelingt, mit Hilfe eines kombinierten Verfahrens der Ammon- 
sulfatfiilung und Elektrodialyse nach Ruppel relativ haltbare und 
lésungsstabile angereicherte Hamolysinlésungen zu erhalten, wenn 


das Hamolysin nicht vorwiegend an labiles Eiwei8 gebunden ist. 





Der Perhydrol-Schwefelsiure-Aufschlub6 
zur Mikro-Jodbestimmung. 


Von 
G. Pfeiffer. 


(Aus dem Institut fiir Tierphysiologie der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Bonn-Poppelsdorf.) 


(Eingegangen am 22. August 1929.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


A. Einleitung. 

Die quantitative Bestimmung kleinster Jodmengen fiir physio- 
logische Zwecke hat bis heute noch keine allgemein giiltige Annahme 
erlangt, wenn auch mehrfach neue Mikromethoden zur Anwendung 
empfohlen wurden. Es ist dies an sich auch nicht verwunderlich, da 
altere und neuere Jodbestimmungen in organischen Produkten in 
ihrem Prinzip und fast meistens auf eine offene Verbrennung oder 
teilweise offene Zerstérung der jodhaltigen Substanz in einem alkali- 
reichen Salzgemisch bis zur schwachen Rotglut hinauslaufen. Bei 
dieser Handhabung ist infolge der groBen Fliichtigkeit der Jodalkalien 
dem individuellen Fehlerfaktor jedes Analytikers weitester Spielraum 
gelassen, so da} nur selten mit Dritten iibereinstimmende Werte er- 
halten werden. 

Auf Grund solcher durch Austauschanalysen gemachten Beob- 
achtungen waren seit Jahresfrist die Jodchemiker bestrebt, diese 
Verlustmomente, speziell bei physiologischen Untersuchungen, durch 
andere geeignetere Verfahren auszuschalten. Gelegentlich der ana- 
lytischen Besprechungen auf den von industrieller Seite einberufenen 
Jodtagungen wurde auch von mir auf die der Methode von Fellenberg (1). 
welche wohl die meiste Anwendung findet, anhaftenden Mange] und 
sich ergebenden Verlustméglichkeiten hingewiesen und einer Jod- 
bestimmung in organischer Substanz, unter Verbrennung in einer 
geschlossenen Apparatur, unbedingt eine gréBere Genauigkeit zu- 
gesprochen. 

Angestellte Versuche haben die Vermutungen vollauf bestatigt 
und bei Anwendung der Perhydrol-Schwefelsiure -Verbrennung aufer- 
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dem einen erheblichen Zeitgewinn gegeniiber den ilteren, sehr |lang- 
wierigen Jodanalysen gezeitigt. Uber die Ausfiihrung der Methodik 
wurde bereits in friiheren, kurzen Mitteilungen (2) (3) berichtet. 

Die Anwendung der sauren Verbrennung ist an den verschiedensten 
Stellen meist ohne Schwierigkeiten gelungen, jedoch sind vereinzelt 
MiBverstandnisse und Unklarheiten aufgetaucht, die es angezeigt 
erscheinen lassen, eine zusammengefaBte Schilderung mit erliuternden 
Erganzungen folgen zu lassen. Es liegt auch in dem Wesen einer neuen 
Bestimmungsmethode begriindet, daB bei ihrem laingeren Gebrauch 
wertvolle Erfahrungen gemacht werden; dieselben sollen gleichfalls 
der Beschreibung beigefiigt werden, soweit es im Rahmen der vor- 
liegenden Arbeit zulassig ist. 


B. Experimenteller Teil. 


1. Allgemeines. 





Versetzt man in einem geschlossenen GefiB eine wisserige Jod- 
kaliumlésung von bekanntem Gehalt (etwa 3 bis 5000 y) mit dem mehr- 
fachen Volumen konzentrierter Schwefelsiure, so verfarbt sich fiir 
gewohnlich die Fliissigkeit unter Abscheidung von Jod. Wird nun 
ein Luftstrom durch das erhitzte GefiB geleitet, so kann das frei 
gewordene Jod ausgetrieben und in alkalischen Vorlagen aufgefangen 
werden. Wahrend der Destillation beobachtet man, da der Inhalt 
des Kolbens sich meistens, aber nicht immer, unter Abgabe von Jod 
entfairbt. Werden nun die Absorptionsvorlagen auf ihren Jodgehalt 
untersucht, so stellt man fest, daB bisweilen bis zu 60 °,, der angewandten 
Jodmenge wiederzufinden ist. Der Rest des Jods ist fest in der Schwefel- 
siure gebunden und auch nach laingerem Erhitzen durch einen Luft- 
strom nicht auszutreiben. 

Die feste Verkettung des Jods in der Schwefelsiiture kann erst 
mit Hilfe reduzierender Substanzen gelockert werden; wirft man 
etwas Kaliumbisulfit in das Destillationsgefa8, so kann man, bei An- 
wesenheit von geniigend Jod, ein erneutes Freiwerden von Jod beob- 
achten. Wiahrend hierbei die Jodverbindung in der heiben Saure 
zuerst zu Jodwasserstoff reduziert wird, bewirkt nach Entweichen 
der schwefligen Siure wahrscheinlich die konzentrierte Schwefelsiure 
die abermalige Abscheidung von freiem Jod. 

Praktisch besser durchfiihrbar und fiir die Reaktionstemperatur 
giinstiger ist die Verwendung von elementarem Kohlenstoff fiir die 
Reduktion. Unterbricht man daher die Joddestillation zu dem Zeit- 
punkt, bei welchem aus reiner Schwefelsaéure kein Jod mehr aus- 
zutreiben ist, hangt neue Absorptionsvorlagen vor und gibt kleinere 
Mengen Kohlenstofftrager (Lésung von Milchzucker, Traubenzucker 
oder ahnlichem) in das Gefa8 zu der Schwefelsiure, so ist es méglich, 
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erneut einen Teil des restlich gebundenen Jods «lurch Erhitzen und 


mit Hilfe eines Luftstromes abzudestillieren. 

Werden die Alkalivorlagen nach ausreichender Destillation ein 
drittes Mal gewechselt und in das VerbrennungsgefaB durch einen 
Tropftrichter éfters kleine Mengen Perhydrol zugefiigt, dann gelingt 
es, das noch fehlende Jod auszutreiben und aufzufangen. 

Die vorerwahnten drei Destillationsstufen kénnen unter Beriick- 


sichtigung der gemachten Beobachtungen naturgem4B auch in einer 


Destillation vereinigt werden. Von Vorteil ist die Anwesenheit von 
10 bis 20°,, Wasser in der AufschluSsaure, die entweder aus den zu 
verbrennenden Substanzen herriihren oder vorher in das GefaB gegeben 
werden kénnen. Bei der Reaktionstemperatur, die in der Schwefelsaure 
gemessen tiber 200°C, an den iibergehenden Destillationsgasen im 
Kolbenhals gemessen 120 bis 130°C betragt, unterstiitzt der Wasser- 
dampfstrom wesentlich den quantitativen Destillationsvorgang. 

Der Chemismus der Joddestillation aus heiBer, konzentrierter 
Schwefelsaure ist in einigen Phasen noch unentschieden. Wahrscheinlich 
wird nach Austreiben des freien Jods das zuriickbleibende Jod als 
Jodsaure vorhanden sein; die Bildung seines Anhydrids bei etwa 200°. 
dem bestandigen Jodoxyd J,0O,, ist nicht anzunehmen, da bei Anwesen- 
heit von Wasser sofort wieder Jodsiiure entstehen wird. Bei Zugabe 
von Kohlenstofftragern reduziert der sich abscheidende Kohlenstoff 
geringe Mengen Schwefelsaure zu schwefliger Saure, die ihrerseits 
die Jodsaure zu Jodwasserstoffsiure reduzieren wird. Die Destillation 
der Jodséiure mit Hilfe von Reduktion geht hier aber, wie Versuche 
zeigten, nicht quantitativ vor sich, so daB eine Jodkohlenstoffverbindung 
des noch fehlenden Jods als naheliegend anzunehmen ist. Denn fiigt 
man Perhydrol der Verbrennung zu, so wird, je nach den Verhaltnissen. 
sowohl] Jodwasserstoff als auch der Jodkohlenstoff oxydiert, und violette 
Dampfe werden sichtbar. 

Entsprechend dem Gesagten hat die Joddestillation praktisch 
in der Weise stattzufinden, daB unter Verwendung von Reduktions- 
und Oxydationsprozessen die Destillation betrieben wird, bis die Ver- 
brennung beendet ist; dabei soll ein gleichmaBiger Luftstrom und 
der Wasserdampf fiir den Abtransport des frei werdenden Jods und 
Jodwasserstoffs Sorge tragen. 

Die Zugabe von Perhydrol erfillt in diesem Falle verschiedene 
Aufgaben. Neben einer teilweisen Oxydation des Jodwasserstoffs 
zerstort es organische Substanzen und verbrennt organische Jod- 
verbindungen bis zum Freiwerden von elementarem Jod; es ver- 
hindert ferner eine tibermaBige Entwicklung von schwefliger Saure, 
durch welche die alkalischen Absorptionsvorlagen bis zur sauren Reaktion 
umgesetzt werden kénnen. 
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Nach den gemachten Beobachtungen diirfte es auBer Frage stehen, 
da& Jodbestimmungsmethoden in Salzen (Phosphaten, Sulfaten), Ge- 
steinen, Béden und anderem durch einfaches Erhitzen mit konzentrierter 
Schwefelsaure in einem geschlossenen GefiB unter Durchleiten eines 
Luftstromes so lange keinen Anspruch auf Genauigkeit erheben kénnen, 
als ihnen nicht Kohlenstofftrager, wenn solche ungeniigend vorhanden, 
und Perhydrol bei der Destillation zugesetzt werden. 


2. Vorbereitung des Analysenmaterials. 


Wie schon oben erwahnt, ist ein Wassergehalt in Substanzen, 
wenn er nicht 20°, der verwandten Schwefelsauremenge iibersteigt, 
keinesfalls der Verbrennung hinderlich; denn derselbe, wie auch das 
aus Perhydrol sich bildende Wasser, destilliert im Verlauf des Auf- 
schlusses tiber und unterstiitzt den Jodabtransport aus dem Ver- 
brennungsgefab. 

Von diesem Gesichtspunkt aus kénnen im allgemeinen solche 
Substanzen und Substanzmengen direkt der Verbrennung zugefiihrt 
werden, die besagte Bedingungen erfiillen; kann jedoch eine einheitliche 
Durchschnittsprobe auf diese Weise nicht entnommen werden, so 
wird sich eine Trocknung und Zerkleinerung als notwendig erweisen. 

Salze bediirfen meist keiner besonderen Vorbereitung; bei Ge- 
steinen ist ein feinstes Zermahlen ausreichend. Béden miissen getrocknet 
und pulverisiert werden, wobei eine saure Reaktion vor der Trocknung 
mit Pottasche abzustumpfen ist. 

Frische pflanzliche Materialien werden gemahlen, mit Zusatz 
von Pottasche, bis zur schwach alkalischen Reaktion, getrocknet 
und pulverisiert. 

Fliissige Produkte des tierischen Kérpers sind in gleicher Weise 
zu trocknen; Harn erhalt noch vorteilhaft einen Zusatz indifferenter 
Stoffe, z.B. Calciumhydroxyd, Calciumsulfat, um den zahfliissigen 
Riickstand in eine kriimelige und besser transportable Form zu bringen, 
was besonders bei Herbivorenharn nétig ist. 

Feste tierische Materialien werden im Fleischwolf zerkleinert 
und getrocknet; ihre Trockensubstanzen sind in der Reibschale weit- 
gehendst zu zerdriicken oder sehr fein zu zerschneiden. 

Der Kot von Carnivoren ]aBt sich ohne Schwierigkeiten aufarbeiten 
und kann auch gut in das AufschluBgefa8 beférdert werden, wenn 
man den Tieren etwas Tricalciumphosphat beifiittert. Bei gemischter 
Kost haben wir die gesamte Kotmenge eines Tages von 30 Pfund 
schweren Hunden in frischem Zustand verbrannt. 

Der hohe Cellulosegehalt im Kot der Herbivoren setzt der sauren 
Verbrennung einigen Widerstand entgegen. Aber auch dieser Ubelstand 
ist zu beheben, wenn beispielsweise 500 g Durchschnittskot mit 50 g 
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Atzkali und etwas Wasser zu einem dicken Brei verriihrt und 5 bis 
6 Stunden im Autoklaven bei 6 Atm. hydrolysiert werden. Wendet 
man diese Vorbehandlung auch bei Stroh, Kleie und anderem sinn- 
gemaB an, dann bilden solche Ausgangsprodukte fiir die Oxydation 
keine Hemmnisse mehr. 

Nach unseren Erfahrungen darf gesagt werden, da mit Ausnahme 
einiger mit Schwefelsiure in Reaktion tretender Salze (Chloride, 
Nitrate) in jeder Substanz der Jodgehalt mit dem Perhydrol-Schwefel- 
saure-AufschluB quantitativ ermittelt werden kann. 


3. Apparatur und Methodik des Perhydrol-Schwefelsdure-Aufschlusses. 


Als Verbrennungs- bzw. DestillationsgefaB dient ein abgedanderter 
Corleiskolben A aus Jenaer Glas, wie solcher in Eisenhiittenlaboratorien 
fiir Schwefel- und Kohlenstoffbestimmungen Verwendung findet. 








Abb. 1. 


Mit dem Fiilltrichter B wird die Substanz in das GefaB beférdert. 
Liegen anorganische Salze, Gesteine, Béden, synthetische organische 
Verbindungen, Harn oder geringe Mengen tierischer Produkte zur Unter- 
suchung vor, gibt man gleichzeitig 3 bis 5g Milchzucker, Traubenzucke 
oder ahnliches in den Destillationskolben und spiilt mit dem zulassigen 
Quantum Wasser nach. Nach Herausnahme des Trichters wird der Kolben 
durch den Schliffstopfen C verschlossen und etwas Wasser auf den Hals- 
rand D gegeben. Der Stopfen hat einen verlangerten und verjiingten Ansatz, 
der einerseits verhindert, da8 emporgeschleuderte Saéuretropfen in das 
Austrittsrohr E gelangen, und andererseits erméglicht, daB am Stopfen 
sich ansammelnde Kondenswassertropfen leicht in das Gefai8 zuriick- 
flieBen kénnen. 

Die Absorptionsvorlagen F und G werden mit dem Stutzen E ver- 
bunden; es sind schmale, hohe Waschflaschen, die je nach der Menge der 
zu verbrennenden Substanz mit einer verschieden verdiinnten Kalilauge 
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beschickt werden. Die Einmiidungsstelle des Zuleitungsrohres in der 
ersten Flasche ist verengt, in der zweiten ist derselben eine Verteilerkugel 
angeschmolzen, die an der Unterseite vier bis fiinf kleine Offnungen zur 
restlichen, intensiven Absorption der Destillationsgase trigt. 

Die Apparatur wird weiterhin am Eintrittsstutzen H mit der Luft- 
zufuhr verbunden. Die Druckluft entstammt einem Gasometer von 
25 Liter Inhalt und wird vor dem Eintritt in das Verbrennungsgefai8 durch 
Passieren einer alkalischen Waschflasche vom Jodgehalt der Atmosphare 
befreit. 

Nachdem das gesamte System auf seine Dichtigheit gepriift ist, wird 
der Trichter J mit konzentrierter Schwefelséiure gefiillt; durch Anheben 
des eingeschliffenen Tropftrichters K 148t man zuerst kleinere Portionen 
Schwefelsiure zuflieBen, die durch das ZufluBrohr L auf den Kolbenboden 
flieBen. Eintretende lebhafte Reaktionen werden hierdurch auf ein Mindest- 
maB reduziert. Mit Hilfe kurzer Luftzufuhren oder durch Umechiitteln 
des Corleiskolbens kénnen AufschluBgut und Saéure vermischt werden und 
jetzt die Zugabe gréBerer Mengen Schwefelséiure durch den Trichter J er- 
folgen. 

Als Norm fiir die Verbrennung in einem 1%%- bis 2-Litergefai® mégen 
folgende Angaben dienen: Die héchstzulissige Menge an _ pflanzlichen 
oder tierischen Produkten betraigt 30 bis 40g Trockensubstanz; dieselbe 
entspricht, je nach Herkunft, 100 bis 300g frischer Substanz. In diesem 
Falle geniigen zum Aufschlu8 250 bis 300 cem konzentrierter Schwefelsaure, 
zur Absorption 100cem 15°%iger Kalilauge in der ersten Vorlage und 100 ccm 
10°%iger Kalilauge in der zweiten Vorlage. Bei kleineren angewandten 
Substanzmengen reduziert man Kolbengréfe, Saéurequantum und Alkali- 
gehalt der Vorlagen. 

Nachdem nun die Verbrennung in obiger Weise vorbereitet, 148t man 
einen langsamen Luftstrom durch die Apparatur gehen. Gleichzeitig wird 
das Verbrennungsgefai®, das auf einer 3mm starken, passenden Asbest- 
schale ruht, mit dem Teclubrenner erhitzt. Fiir eine gleichmaéBige Ver- 
teilung der Substanz in der AufschluBséure ist Sorge zu tragen: dies mul 
durch Umschiitteln des Kolbens geschehen, wenn der Luftstrom nicht 
den gewiinschten Erfolg bringt. 

Ist die Temperatur der Schwefelséure fiir den Aufschlu8 erreicht, hat 
die Perhydrolzufuhr zu beginnen. Ersteres erkennt man daran, daf bei 
Zugabe von Perhydrol eine intensive, meist hérbare Reaktion eintritt 
und oberflachlich sich bildende Schaumblasen sofort wieder verschwinden ; 
ist die Temperatur noch nicht erreicht, entsteht ein feinblasiger, stehender 
Schaum, der mitunter sehr hinderlich werden kann. 

Die Perhydrolzufuhr in die in Betrieb befindliche Apparatur ist nur 
méglich, wenn die Héhe der Perhydrolséule im Tropftrichter den Innen- 
druck des Systems iibertrifft. Das Reservoir des Tropftrichters kann 
daher schmal, mu8 aber fiir ein 114-LitergeféB mindestens 20cm hoch 
sein; der Ablaufhahn muB ferner so weit gebohrt sein, daB das Ablaufrohr 
des Tropftrichters sich mit Perhydrol fiillen la8t. Es wird dadurch der 
Druck einer 30cm hohen Wassersaule erreicht, der es jederzeit gestattet, 
Perhydrol wahrend der Verbrennung zuflieBen zu lassen. In widrigen 
Fallen, wenn beispielsweise Luftblasen in das Ablaufrohr des Tropftrichters 
getreten sind, kann durch kurze Unterbrechung der Luftzufuhr, eventuell 
noch durch Wegnahme der Flamme, die Perhydrolzufuhr wieder wie an- 
fanglich geregelt werden. 
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Bei der Zerstérung maximaler Mengen tierischer oder pflanzlicher 
Produkte sorgt man fiir méglichst ununterbrochene, langsame Perhydro!- 
zugabe bis gegen Ende der Verbrennung, da sonst leicht die Bildung de: 
schwefligen Saéure iiberhandnehmen kann. Ist das Material bis auf geringe 
Reste verbrannt, oder beginnt die AufschluBsiure sich dunkelbraun zu 
firben, wird das Perhydrol abgestellt. Jetzt hat der Reduktionsprozel} 
ausschlieBlich mit Flamme und Luftstrom einzusetzen, um gebildete Jod- 
siure in Jodwasserstoff zu tiberfithren; waihrend der Reduktion muB sich 
der Kolbeninhalt wieder deutlich schwarzen. Eine erneute kurze Perhydrol- 
zufuhr und eine abermalige Reduktion folgen, um mit einer letzten Per- 
hydrolgabe und griindlichem Luftdurchspiilen die Joddestillation zu _be- 
schlieBen; die AufschluBséiure hat dann eine gelbliche Farbe angenommen. 

Liegen geringe Mengen AufschluBgut vor, oder hat man Materialien 
kiinstlich mit Kohlenstofftrigern angereichert, so wird das Perhydrol 
besser in kleinen Portionen und mit Unterbrechung beigefiigt, indem 
Oxydations- und Reduktionsvorgange sich bis Ende der Verbrennung 
erganzen. 

Einige allgemeine Hinweise bediirfen noch der Erwihnung. Als Mal 
der im Verlauf des Aufschlusses richtig gewahlten Verbrennungstemperatur 
kann neben der Temperaturmessung das Auftreten von Wasserdampf 
dienen; derselbe wird anfanglich im Ableitungsrohr kondensiert und flieBt 
nach der Vorlage, spaéter jedoch tritt er in die erste Absorptionsflasche in 
Dampfform ein und wird dort kondensiert. Es ist daher zweckmaBig, wenn 
viel Wasserdampf zu erwarten ist, die erste Vorlage in ein GefaiB mit Kiihl- 
wasser zu stellen. 

Als Verbrennungsdauer kann bei maximaler Beanspruchung der 
Apparatur eine Stunde veranschlagt werden, wahrend im umgekehrten 
Falle die Destillation in 25 bis 30 Minuten durchgefiihrt ist. 


Abgesehen von einigen als selbstverstindlich erscheinenden 
Handgriffen sind im obigen alle fiir den Analysengang wichtigen 
Momente erliuternd herausgegriffen; werden diese dem Chemismus 
der sauren Verbrennung und Joddestillation eigenen Vorginge be- 
achtet, dann diirfen exakte Resultate erwartet werden. 


4. Die Schwierrgkciten bei der Fettverbrennung 
und Verfahren zu deren Umgehung. 

Die Veraschung von Fetten, Fettsiuren oder Seifen nach den 
alkalischen Methoden gehért zu den schwierigsten Operationen der 
Jodanalyse. Es war daher von vornherein damit zu rechnen, dai 
man auch bei der sauren Verbrennung dieser Produkte einigen Hinder- 
nissen begegnet. 

Im Verlauf des Perhydrol-Schwefelsdure-Aufschlusses beobachtet 
man naémlich, daB bei fetthaltigen Materialien an den Wandungen 
des Ableitungsrohres triibe Schlieren sich fortbewegen, die in der ersten 
Absorptionsvorlage aufgelést werden. Wie festgestellt wurde, handelt 
es sich hier um unverbrannte Fettséuren, die den Neutralfetten oder 
Lipoiden entstammen. Wahrend im allgemeinen die Organsubstanzen 
sehr gut verbrennen, setzen Fette und fettahnliche Produkte der 





OXY! 
wire 
Alk 
Die 
daB 
sich 
eine 
Nak 
dam 
zu 
der 


blei 
Auf 
bei 

und 
VAL 
gro! 
aus 
kan 


und 
der 
bes' 
dies 
gefi 


Pre 
an 

sub 
An 
die 
vol 
ein 


Tre 
Tre 








ler 
ol - 
lel 


Zu 
els 
dl - 
ch 
o1- 


ye - 
mn. 
en 
‘ol 
m 
ng 


ur 
pt 
Bt 
in 
mn 


I - 





Perhydrol-Schwefelsiure-Aufschlu8 zur Mikro-Jodbestimmung. 133 


oxydativen "“Zerstérung erheblichen Widerstand entgegen. Ein Teil 
wird zwar verbrannt; bei dem anderen Teile jedoch wird nur die 
Alkoholkomponente zerstért, und die Fettsauren bleiben unangegriffen. 
Die schwere Verbrennbarkeit ist wahrscheinlich damit begriindet, 
daB die frei gewordenen Fettsiuren auf der heiBen AufschluBsiure 
sich oberflachlich ansammeln und infolgedessen der Oxydation nur 
eine geringe Angriffsflache bieten. Da auch ihr Siedepunkt in der 
Niihe der Reaktionstemperatur liegt, werden sie mit dem Wasser- 
dampf teilweise in die Vorlagen beférdert. Ihre dortige Umsetzung 
zu Seifen bedingt unter Einwirkung des Luftstromes ein Schaumen 
der Absorptionsfliissigkeit. 

“nthalten die zu untersuchenden Substanzen wenig Fett, und 
bleibt das Schiumen in maBigen Grenzen, so ist dies der weiteren 
Aufarbeitung der Analyse kaum hinderlich. Anders verhalt- es sich 
bei fettreichen Substanzen, wie Trockenmilch, verfetteten Geweben 
und anderem, wo man entsprechend der Einwage mit 5 bis 10 g Fett 
zu rechnen hat. Der Ubergang der Fettsduren in die Vorlagen wird 
gréBer; damit steigt die Seifenbildung, die ein Austreten des Schaums 
aus der ersten und schlieBlich aus der zweiten Vorlage verursachen 
kann. 

Das Erscheinen der Fettsiuren ist ohne Frage ein unschénes 
und stérendes Moment bei der sauren Verbrennung. Aber in Anbetracht 
der groBen Zuverlissigkeit der Methodik fiir quantitative Jod- 
bestimmungen muB man sich in Einzelfillen so lange mit Umgehung 
dieses Ubels abfinden, bis andere Wege fiir seine absolute Beseitigung 
gefunden sind. 

Einige dieser Méglichkeiten seien nachfolgend erlautert : 

a) Bekanntlich ist das Jod in tierischen oder vegetabilischen 
Produkten, auBer in reinen Olen, nur zu einem geringen Prozentsatz 
an Fette gebunden. Entfettet man daher die fetthaltigen Trocken- 
substanzen im Soxhletapparat, verbrennt den gréBten, fettfreien 
Anteil sauer und nimmt fiir die Aufarbeitung des extrahierten Fettes 
die alkalische Methode zu Hilfe, so ist es méglich, den Fehlerfaktor 
von letzterer Bestimmung, bezogen auf den Gesamtjodgehalt, auf 
ein sehr geringes MaB zuriickzudringen. 

Folgende Untersuchungen mégen als Belege hierfiir dienen: 





i. 2. 3 2.+3 
Jod in entfetteter 


Gesamtjod Jod in Rohfett Gesamtjod 


Material (Ay* — (A) (S + A) 
AP sae CIE lh 7-%o y-lo 7-%o ¥-%lo 
Trockenmilch I. . 72 39 2 101 
Trockenmilch II. . 59 84 1 85 


* A = alkalische Verbrennung. al saure Verbrennung 
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Der durch die offene, alkalische Verbrennung bis zu 30°, betragend: 
Jodverlust wird bei fettreichen Produkten durch die geteilte Verbrennuny 
auf ein Minimum reduziert und fallt dann nur unbedeutend ins Gewicht 

b) Statt die Fette durch Extraktion zu beseitigen 
besteht weiterhin die Méglichkeit, die iiberdestillierende: 
Fettsduren im Verlauf der Verbrennung abzufangen. 


BS 


| 


Dieses Vorhaben gestattet der in Abb. 2 darge 
stellte Fettsaurekondensor. 


Die bei M eintretenden Verbrennungsgase passiere: 

ein langes Jenaer Glasrohr und treten bei N wieder in di 
Absorptionsvorlagen aus. In ein zweites umgebendes Roh: 
flieBt bei P Kiithlwasser ein; die Fettsiuren nebst Wasse1 
dampf werden beim Durchgang durch den Kondensor fast 
quantitativ niedergeschlagen und sammeln sich in dem am 
N unteren Ende befindlichen Kugelreservoir. Von Zeit zu 
Zeit werden sie bei O in ein GefaB mit verdimnter Kalilauge 
abgelassen. Nach Beendigung der Verbrennung spiilt man 

0 den Kondensor mit heiBem Wasser aus und fallt den 
Inhalt des GefaBes in der Warme mit 20° iger Chlor- 
caleiumlésung in geringem Uberschu8; auf eine schwach 
alkalische Reaktion mu geachtet werden. Den Kalk. 
iiberschuB beseitigt man durch Pottaschelésung. Die 
Kalkseifen werden nach wiederholtem Dekantieren aut 
das Filter gebracht und mit heiBem Wasser nach- 
gewaschen. Das Filtrat ist mit den Absorptionsvorlagen 
vereint aufzuarbeiten bzw. einzudampfen. Enthalt de 
Alkoholextrakt des Abdampfriickstandes nach seinem 
Einengen noch fettsaure Salze, so kénnen dieselben durch eine zweite 
Fallung beseitigt oder beim folgenden Ansaéuern abgeschieden werden. 
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Abb. 2. 


An Kalkseifen gebundenes Jod ist im allgemeinen nicht zu er- 
warten, jedoch bleibt es iiberlassen, ihre alkalische Verbrennung zu: 
Kontrolle heranzuziehen. 

c) Ein drittes Verfahren, die Fettsauren aus den Destillations- 
gasen abzufangen, ist die Zwischenschaltung einer schwach sauren 
Absorptionsvorlage. 

An die Stelle des Kondensors setzt man eine gekiihlte Absorptions- 
flasche, enthaltend etwa 100 cem Wasser und einige Tropfen Schwefel- 
saure. Diese Einschaltung halt quantitativ die Fettsauren zuriick. Ist die 
Verbrennung beendet, wird die saure Vorlage bis zur festen Abscheidung 
der Fettsauren weiter gekiihlt und letztere durch Filtration getrennt 
Das Filtrat vereinigt man nach Alkalisierung mit den tibrigen Vorlagen 

Die saure Fhissigkeit mit den Fettséuren kann auch durch ge- 
niigenden Zusatz von Kalilauge bis zur klaren Lésung erhitzt und 
mit Chlorcalcium, wie unter b) angegeben, ausgefallt werden. 

In beiden Fallen kénnen noch die Fettsiuren bzw. Seifen alkalisch 
verbrannt werden. 
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5. Die Untersuchung der Absorptionsfliissigkeiten auf ihren Jodgehalt. 


In den meisten Fallen gibt die Verbrennung selbst schon Anhalts- 
punkte dariiber, ob man es mit jodreichen oder jodarmen Materialien 
mu tun hat. 

a) Bei jodreichen Produkten entstehen im AufschluBgefaB nach 
gréBeren Perhydrolzugaben fiir gewéhnlich violette Joddampfe, die 
beim Eintritt in die Vorlagen sofort gebunden werden. Es kann aber 
auch, besonders bei Jangsamer Perhydrolzufuhr, der Fall eintreten, 
daB keine Joddampfe sichtbar werden, auch wenn geniigend Jod 
zu erwarten ist. Der Grund liegt dann entweder in dem stetigen, lang- 
samen Freiwerden kleiner Jodquantitaéten oder in dem Entweichen 
des Jods als Jodwasserstoff. 

Es hat alsdann eine qualitative Priifung der vereinigten Ab- 
sorptionsfliissigkeiten zu geschehen, ob dieselben ohne Eindampfen 
unmittelbar auf ihren Jodgehalt untersucht werden kénnen, oder ob 
ihr Volumen auf die Halfte oder ein Drittel zu konzentrieren ist. Wir 
verfahren dabei wie folgt: 5cem werden in einen 10cem fassenden 
MeBzylinder gebracht und nach Zusatz von wenig Kaliumbisulfit 
mit einigen Tropfen Schwefelsaure angesaiuert. Von der sauren Léisung 
pipettiert man 1 ccm in ein Schiittelréhrchen und schiittelt mit 0,1 ccm 
Chloroform und etwa 0,3 cem Nitritschwefelsaure aus. Zeigt das Chloro- 
form eine gut sichtbare Jodverfarbung, wird die entnommene Probe 
der Gesamtfliissigkeit wieder beigegeben, und die direkte Untersuchung 
kann erfolgen. 

Zu diesem Zwecke wird die Lésung in einem Becherglas mit einer 
kleinen Messerspitze Bisulfit versetzt und unter Bedecken mit einem 
Uhrglas angesauert. Mit der frei werdenden Kohlensaure entweicht 
kein Jodwasserstoff, wie die Untersuchung ergab. Das gesamte Volumen 
wird gemessen, wenn ndétig filtriert und der Jodgehalt 

1. nach bekannten und verschiedenen Methoden kolorimetriert, 

2. titriert. 

Einen aliquoten Teil der zu untersuchenden Lésung, z. B. 50 oder 
100 ccm, bringt man in einen etwa 200 ccm fassenden Scheidetrichter und 
fiigt je nach dem Jodgehalt 5, 10 oder 20 cem Chioroform und einige Kubik- 
zentimeter Nitritsiure hinzu. Nach kraftigem, langerem Schiitteln wird 
der Chloroformdruck durch den Stopfen ausgeglichen, abermals etwas 
Nitritsiure beigegeben und das Ausschiitteln wiederholt. Den Scheide- 
trichter faBt man jetzt am Auslaufrohr und rotiert den Inhalt um seine 
Langsachse; es zeigt sich dabei, sofern man keine Zentrifugierméglichkeit 
hat, daB nur dann das Chloroform quantitativ von den Glaswandungen 
zu Boden sinkt, wenn das GefaéB vor Gebrauch mit verdiinnter Lauge 
und mehrmals mit Wasser ausgewaschen ist. Das Chloroform wird darauf 
in einen kleinen Zentrifugierscheidetrichter (nach von Fellenberg) abgelassen, 
zum Entfernen des Nitrits und der sonstigen Beimengungen mit der ein- 
bis zweifachen Menge Wasser gewaschen und zentrifugiert. Das Waschen 
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wird nach Ablassen in einen zweiten, gleichartigen Scheidetrichter wieder- 
holt. Das in dieser Weise gewaschene jodhaltige Chloroform kann ent- 
weder mit etwas Pottaschelésung aufgenommen und nach vorsichtiger 
Verdunstung des Chloroforms fiir die Titration nach Winkler (4) benutzt 
oder in einem Erlenmeyerkélbchen bei Anwesenheit von wenig Wasser 
und einiger Tropfen Bicarbonatlésung direkt mit n/1000 Thiosulfat nach 
Fresenius (5) titriert werden. 

b) Bei jodarmen Materialien und auch dann, wenn die qualitative 
Jodreaktion der Absorptionsfliissigkeiten schwach positiv ausfallt, werden 
die Vorlagen zur Trocknis verdampft, auf einer Asbestschale getrocknet 
und nach dem Pulverisieren in bekannter Weise mit Alkohol] extrahiert. 
Nach dem Ansduern des Alkoholriickstandes mit bestimmten Volumina 
diinner Schwefelsaure kann das Filtrat zur kolorimctrischen oder 


titrimetrischen Bestimmung herangezogen werden. 


C. Zusammenfassung. 

1. Der Perhydrol - Schwefelsaure - Aufschlu8 zur Mikro - Jod- 
bestimmung kann fiir alle organischen Produkte benutzt werden und 
auch bei allen anorganischen Materialien sinngema8 Anwendung finden, 
sofern dieselben nicht mit Schwefelsaure in besondere Reaktion treten 
(z. B. Nitrate, Chloride). Jedoch ist auch in diesen Fallen die Methode 
anwendbar, wenn man mit geringen Substanzmengen die Unter- 
suchung ausfiihren kann. 

2. Fiir die Beseitigung der Fettsauren, die besonders bei fett- 
reichen Produkten im Verlauf des Verbrennungsprozesses stérend 
in die Erscheinung treten, werden verschiedene Methoden angefiihrt. 

3. Es wird eine Schnelltitration der Absorptionsvorlagen fiir 
die Fajle beschrieben, in denen das Jod bereits qualitativ darin nach- 
weisbar ist; der Zeitaufwand fiir die gesamte Untersuchung wird, 
selbst unter Heranziehung der Kolorimetrie, auch dann | Stunde 


nicht tberschreiten. 


Ein Teil der Kosten fiir die Ausarbeitung der Methodik wurde 
von der Notgemeinschajft der Deutschen Wissenschaft bereitwilligst zur 
Verfiigung gestellt, wofiir wir auch an dieser Stelle unseren ergebensten 
Dank sagen. 
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Die Gleichgewichte zwischen C0, und Phosphatlésungen. 
(Ein Beitrag zur Theorie der C 0,-Bindungskurve.) 
Von 
Fritz Mainzer (Rostock) und T, Ch. Shen (Peking). 
[Aus der medizinischen Abteilung des Stadtischen Krankenhauses 
zu Altona (Elbe).] 
(Eingegangen am 23. August 1929.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


I. Entwicklung der Fragestellung. 

Als die Erforschung der physikalisch-chemischen Struktur des 
Blutes im Anfang stand, wurde die Fahigkeit des Hamoglobins, CO, 
zu binden, mit der chemischen Bindung der CQ, in reinen Bicarbonat- 
lésungen verglichen [Bohr (1)]. Es zeigte sich jedoch, daB hier weit- 
gehende Unterschiede vorhanden sind.  Bicarbonatlésungen geben 
erst bei weit geringeren CO,-Drucken gebundene CO, ab als Hamo- 
globinlésungen und Blut, wie durch Wiedergabe einer Kurve nach 
Parsons (2) verdeutlicht sei. : 
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Abb. 1. CO ,-Bindungskurven von Blut, Harn und einer reinen 
Bicarbonatlisung (Zahlen rechts: Harn) (ergiinzt nach Parsons). 


Es zeigte sich spater, daB man zu einer vollkommen einwand- 
freien Theorie der CO, - Bindungskurve des Blutes — jedenfalls hin- 
sichtlich ihrer Gestalt — kommt unter der Voraussetzung, dal die 
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Kohlensaure mit einer schwachen Saure (dem Hamoglobin) chemisch 
reagiert (Parsons, |.c.): Wird die schwache Saure mit dem Symbol 
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Abb. 2. 


PCOOH bezeichnet, so kann das Gleichgewicht durch folgende Forme! 
wiedergegeben werden: ° 
PCOONa + H,CO, —= PCOOH + NaHCO,. 
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Unter Verwendung geeigneter Reaktionskonstanten kommt man 
rechnerisch zu Werten, fiir die gebundene CO, des Blutes, welche 
mit den experimentell gewonnenen ausreichend iibereinstimmen. 

Von der neuerdings gestiitzten These, daB die gebundene CO, 
des Blutes nicht als Bicarbonat, sondern in Form einer anderen Ver- 
bindung (,,Carbhimoglobin’) vorliegt [Henriques (3)], kann hier ab- 
gesehen werden, da diese Theorie ihre Argumente anderen Erscheinungs- 
gebieten entnimmt, als sie hier zur Erérterung stehen (Reaktions- 
geschwindigkeit, Donnangleichgewichte). 

Waren so die theoretischen Grundlagen der chemischen Bindung 
der Kohlensaéure im Blut durch die Entwicklungen Parsons anscheinend 
ausreichend geklart, so erhoben sich neue Fragen, als Mainzer und 
Shen (4) CO,-Bindungskurven des Harns anlegten und hier charak- 
teristische Befunde erheben konnten. Es zeigte sich namlich eine 
eindeutige Abhangigkeit der CO,-Bindungskurve nicht nur _ ihrer 
Héheplage, sondern auch ihrer Gestalt nach von der Wasserstoffzahl 
des Harns. Es fragte sich, ob diese Beobachtungen im Rahmen der 
Parsonschen Entwicklungen deutbar waren, d.h. ob es sich bei der 
gefundenen GesetzmaBigkeit um einen Ausdruck des Massenwirkungs- 
gesetzes, angewandt auf die Gleichgewichte zwischen der CO, und 
den schwachen Saéuren des Harns handele. 

Theoretisch war dieser Nachweis kaum zu fiihren, da die Zusammen- 
setzung des Harns zu wechselnd ist, als daB hier die Einfiihrung von 
Reaktionskonstanten eine rechnerische Bearbeitung wie im Blute 
erméglichte; diese ,,Konstanten‘’ sind eben im Harn Variable, da 
seine schwachen Sauren (Phosphorsdéure, organische Sauren), deren 
Salze fiir eine Reaktion mit CO, in Frage kommen, weitgehend und 
voneinander unabhangig in ihrer Konzentration variieren. Somit 
wurden wir auf den Weg des Modellversuchs gewiesen, fiir den sich 
die Phosphate am meisten empfahlen. 

Einma! spielen die Phosphate fiir die Bindung der CO, im Harne 
quantitativ eime sehr bedeutende, oft genug itiberwiegende Rolle. 
Weiterhin aber — und das war gleichfalls wichtig — ist die physikalisch- 
chemische Struktur von Phosphatlésungen wohl in einzigartiger Weise 
durch die Untersuchungen von Sérensen (5) und neuerdings von E. J. 
Cohn (6) geklart. 


Die physikalisch-chemischen Eigenschaften der Kohlensaure und 
ihrer Salze als des zweiten Reaktionssystems sind andererseits durch 
Arbeiten aus dem van Slykeschen Institut, insbesondere von Hastings 
und Sendroy (7) erforscht, so daB wir es bei der Untersuchung der 
Gleichgewichte zwischen Phosphaten und CO, mit zwei wohldefinierten 
Systemen zu tun haben. 
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Unsere Versuche geben somit einerseits eine Erganzung der Arbeiten 
E.J.Cohns sowie Hastings und Sendroys, sie gelten andererseits der 
Untersuchung einer der wichtigsten chemischen Reaktionen des Organis- 
mus im Modellversuch. 

Il. Methodik. 


Aus primarem Kaliumphosphat und sekundarem Natriumphosphat 
(Kahlbaum, nach Sérensen) wurden nach den Angaben Sérensens 
Lésungen von definierter Wasserstoffzah] in Konzentrationen von 
m/10 und m/2,5 bereitet. In beiden Versuchsreihen gingen wir dabei 
von zwei Stammlésungen aus, mit deren Hilfe simtliche Lésungen 
einer Versuchsreihe hergestellt wurden. Etwa 5ccem einer Lésung 
wurden in zylindrischem Barcrofttonometern bei 38° mit CO,-Luft- 
gemischen verschiedenen CO,-Druckes in Ausgleich gebracht (Rotations- 
dauer 30 Minuten). Die Lésungen wurden hierauf unter fliissiges 
Paraffin abgelassen und auf ihren CO,-Gehalt im manometrischen 
Apparat nach van Slyke und Neill (8) analysiert. Abmessungen der 
Flissigkeit in van Slyke-Pipetten von 0,5 oder 1,0cem Kapazitit 
Doppelbestimmungen. Berechnung der CO,-Menge unter Zugrunde- 
legung der alten Tabellen von van Slyke und Neill. Der CO,-Gehalt 
der Gasgemische in den Tonometern wurde im Haldane-Apparat 
gemessen. Doppelbestimmungen. Berechnung unter Beriicksichtigung 
des Barometerdruckes und der Dampfspannung. 

Im Vertrauen auf die einwandfreie Beschaffenheit der Praparate 
hatten wir in der ersten Versuchsreihe von einer Kontrolle der Wasser- 
stoffzahlen abgesehen, welche nach E. J. Cohns (1. c.) Angaben berechnet 
wurden, da die Konzentration des Phosphats von Sérensens Standard- 
lésungen abwich. In der zweiten Versuchsreihe wurde der Phosphat- 
gehalt nach Fiske und Subbarow (9) bestimmt, die Wasserstoffzah| 
mit der Chinhydronelektrode bei Zimmertemperatur kontrolliert. In 
allen Fallen, auch in dem einen Falle, wo die Wasserstoffzahl iiber 
Pu = 8,00 lag, erhielten wir konstante Potentiale. 


It. Ergebnisse. 


Die Kontrolluntersuchungen der zweiten Versuchsreihe zeigen, 
daB die verwandten Praparate nicht den Erwartungen entsprachen. 
Phosphatgehalt und Wasserstoffzahl der Stammlésungen und der 
Gemische, die vorschriftsmaBig unter CO,-Abschlu8 bereitet wurden. 
ergaben nicht die Werte der Theorie, wie aus der Tabelle I hervorgeht. 
Die Tabelle zeigt, daB neben Differenzen im Phosphatgehalt alle 
Lésungen der Serie erheblich saurer sind, als erwartet wurde. Die 
Versuchsprotokolle der Serie I (Tabelle I bis X) machen deutlich, 
daB hier die Erniedrigung der Wasserstoffzahlen, die Abweichung 
vom Sollwert nach der sauren Seite hin noch gréBer ist. 
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Tabelle I. 
Wasserstoffzah] und Phosphatgehalt der Lésungen der Versuchsreihe 2 
(Tabelle XI bis XVI). 





Phosphatgehalt 


Bezeichnung der Lisur Wasserstoffzal 
wimnang 6 ~~ = me Millimol pro Liter 


Stammlésungen. 


Soll: m/10 primares Kaliumphosphat .. . 4.61 (22°) 93,3 
m/2.5 “A se et 2 {4,27 (22°)] 373.2 
m/10 sekundares Natriumphosphat . . 8,76 (21°) 102.6 
m/2,5 ss “ yo [8,78 (21°)] 410.4 

Gemische. 

m/10: 2,5/97,5 8,12 (19°) 102,3 

m/10: 5/95 . 7,93 (19°) 102.1 

m/10: 10/90 7,61 (19°) 101,7 

m/10; 20/80 7,33 (22°) 100.7 

m/2,5: 10/90 [7,46 (18°)] 406.6 

m/2,5: 20/80 [7,16 (22°)] 402.9 


Der Vergleichswert und damit die Beweiskraft der Analysen 
auch der ersten Versuchsreihe bleibt durch diese Feststellung un- 
beeintrachtigt, weil samtliche Lésungen aus den gleichen Stammlésungen 
hergestellt wurden. Wir haben unter den gegebenen Umstanden die 
einzelnen Lésungen durch Briiche bezeichnet, welche das Verhiltnis 
der Mengen der Stammlésungen angeben. Z. B.: 20/80 = 20 cem 
der Stammlésung primaren Kaliumphosphats + 80 ccm der Stamm- 
lésung sekundaren Natriumphosphats. Von dieser Bezeichnungsweise 
haben wir auch in der zweiten Versuchsreihe (Tabelle XI bis XVI) 
Gebrauch gemacht, obwoh] deren Lésungen durch die Befunde der 
Tabelle I einwandfrei definiert sind. 

In den Tabellen II bis XVI sind die CO,-Spannungen, der jeweils 
zugehérige Gesamt-CO,-Gehalt, der Gehalt an freier und gebundener 
CQ, sowie die Wasserstoffzahl] angegeben. Die Wasserstoffzahl wurde 
aus dem Verhaltnis der gebundenen zur freien CO, nach der Gleichung 
von Henderson und Hasselbalch berechnet : 


, Bicarbonat 
Pu = Pr + 108 a. 
freie CO, 


Die freie CO, ergab sich aus dem experimentell bestimmten CQO,-Druck 
und dem Léslichkeitskoeffizienten der CO,: 


( P 
freie CO, (in Vol.-°/5) — —s 


760 


worin a den Léslichkeitskoeffizienten der CO,, P die CO,-Spannung 
bezeichnet. Der Léslichkeitskoeffizient der CO, wurde in den 0.1 mo- 
laren Lésungen zu a (CQ,, 38°, Phosphat) == 0.550, in den 0,4 molaren 
Lésungen zu a (CO,, 38°, Phosphat) = 0,520 angenommen. 
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Px, die scheinbare Dissoziationskonstante der CO,, wurde ent- 
sprechend den Befunden von Hastings und Sendroy unter Beriick- 
sichtigung des Aktivitatskoeffizienten berechnet : 


Pp, = 6,33 — 0,5 Vu (389). 


4, die Ionenstarke der Lésung, wurde aus ihrem Gehalt an sekun- 
direm und primairem Phosphat bzw. Bicarbonat berechnet; die freie 
CO, durfte aus quantitativen Griinden auBer Betracht bleiben. Der 
Berechnung von yu wurde die fiir verdiinnte Lésungen geltende Gleichung 
von Debye und Hiickel (10) zugrunde gelegt, welche auf den Ionenradius 
keine Riicksicht nimmt. Fiir die 0,4 molaren Lésungen ist das nur 
mit Vorbehalt zulassig. 

Die so erhaltenen Werte der Wasserstoffzah] sind trotz der Ein- 
winde, die gegen einige Voraussetzungen der Rechnung gemacht 
werden kénnen, fiir unsere Zwecke brauchbarer als die Ergebnisse 
direkter Messungen; denn die Unterschiede des pg, die bei verinderter 
CO,-Spannung auftreten, liegen zum Teil innerhalb der Fehlergrenzen 
der elektrometrischen MeBmethoden. Auf Berechnungen iiber diese 
Frage der Methodik, die der eine von uns [Mainzer (11)] an anderer 
Stelle mitgeteilt hat, sei hier verwiesen. 

In den Diagrammen wurde sowohl] die Abhangigkeit des CO,-Gehalts 
wie auch der Wasserstoffzah] von der CO,-Spannung dargestellt. 

In den beiden 0,4 molaren Phosphatlisungen besteht eine Un- 
stimmigkeit zwischen den gemessenen und den berechneten Wasser- 
stoffzahlen. Die Ursache liegt wohl in der Tatsache, daB das Potential 
der Chinhydroelektrode in diesen konzentrierten Lésungen von dem der 
Wasserstoffelektrode um einige Millivolt abweicht, weshalb wir die 
gemessenen Zahien in [ ] gesetzt haben. : 
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Abb. 3. Abhingigkeit der gebundenen (Og von der CO -Spannung (zu Tabelle II bis X). 
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Es werden gesetzmaBige Beziehungen vorgefunden, wie sie 
Mainzer und Shen im Harn feststellten: eine Abhangigkeit der CO,- 
Bindungskurve ihrer Héhenlage und Gestalt nach von der Wasser- 
stoffzah] der Lésung. Dieser EinfluB der Wasserstoffzahl ist so tiber- 
ragend, da ihm gegeniiber der gleichfalls vorhandene Einflu8 von 
Konzentrationsunterschieden stark zuriicktritt und daher bei der 
Analyse genuiner Harne weniger leicht feststellbar wird. Er ware 
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Abb. 4. Abhingigkeit der Wasserstoffzahl von der CO -Spannung (zu Tabelle II bis X). 


durch Verdiinnung eines gegebenen Harnes leicht darzustellen. Es 
zeigt sich ferner, daB die starke Abhangigkeit der Wasserstoffzah] und 
des CO,-Gehalts alkalischer Harne von der CO,-Spannung und deren 
geringer Einflu8 bei sauren Harnen — Befunde, die methodisch von 
groBer Bedeutung sind [Marshall (12), Mainzer (13), Beck und 
Lauder (14)] — gleichfalls durch das Massenwirkungsgesetz voll- 
kommen erklart werden. Weiterhin wird deutlich, daB der Einflu8 
der CO,-Spannung auf die Wasserstoffzahl ceteris paribus um so 
geringer, auf das CO,-Bindungsvermégen um so gréfer wird, je hoher 
die Konzentration der fixen schwachen Sauren ansteigt. Biologisch 
bedeutungsvoll ist hier insbesondere, daf konzentrierte Lésungen noch 
bei hohen CO,-Drucken CO, zu binden vermégen, Drucken, bei denen 
das CO,-Bindungsvermégen verdiinnterer Lésungen bereits erschépft ist. 
Solche Verhiltnisse bietet beispielsweise das Blut der Polyglobulen. 
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In alkalischen Harnen scheint meist die Konzentration an schwachen 
Sauren gering genug zu sein, um die Abhangigkeit der Wasserstoffzah| 
von der CO,-Spannung sehr weitgehend hervortreten zu lassen. Be- 
merkenswert ist ferner. daB die Bindungskurve einer Lésung nicht 
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Abb. 5. Abhangigkeit der gebundenen CO, von der C0,-Spannung (zu Tabelle XI bis XVI). 


nur niedriger verjauft, wenn sie weniger Bicarbonat enthalt, sondern 
auch flacher. Die geschwungene Kurve nahert sich um so mehr der 
geraden Linie, je niedriger die Wasserstoffzah! ist. Diese Tatsache er- 
scheint als eine.zwangslaufige Folge des Massenwirkungsgesetzes bei er- 
niedrigtem Bicarbonatgehalt und ganz unabhangig davon, ob diese 
Erniedrigung durch Verdiinnung einer Lésung oder Beschlagnahme 
des Alkalis durch starkere Sauren (Salzséure: Ammonchloridazidose ; 
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3-Oxybuttersaure: diabetische Azidose) statthat. Quantitative Unter- 
schiede sind grundsatzlich vorhanden. Denn bei Zusatz einer starken 
Sdéure (Ammonchloridazidose) nimmt nur der Bicarbonatgehalt ab, 
bei Zusatz einer schwachen Sdure nimmt der Bicarbonatgehalt ab, 
dagegen der Gehalt an schwachen Sauren, die auch von Einflu8 auf 
die CO,-Bindung sind, gleichzeitig zu. Bei Verdiinnung nimmt sowohl 
die Konzentration des Bicarbonats wie der schwachen Sauren ab. Da 
indessen unter den im Blute herrschenden Bedingungen der EinfluB 
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Abb. 6. Abhingigkeit der Wasserstoffzahl von der (CO ,-Spannung (zu Tabelle XI bis XVI) 


von Konzentrationsanderungen der organischen Sauren gering ist, im 
Vergleich zum Einflu8 selbst unbedeutender Anderungen der Wasser- 
stoffzah] auf die CO,- Bindungskurve, so kann eine Azidose durch 
Verdiinnung (Hydramie) von einer genetisch andersartigen Azidose 
durch Anlegung von CO,-Bindungskurven grundsatzlich nicht unter- 
schieden werden. Eine Ausnahme machen davon nur die Anderungen 
des Hamoglobingehalts, weil sie im Gegensatz zu den Konzentrations- 
anderungen anderer schwacher Sauren grofB genug sind (Animie, Poly- 
globulie), um deutliche Effekte hervorzurufen [Petow und Siebert (15)]. 

Mit diesen qualitativen Feststellungen unter Bezugnahme auf 
physiologische und klinische Konsequenzen diirfen wir uns begniigen, 
da quantitative Einzelheiten den mitgeteilten Tabellen und Diagrammen 
zu entnehmen sind. 

Zusammenfassung. 

Die Gleichgewichte zwischen Phosphatlésungen und CO, wurden 
untersucht; dabei wurden Lésungen gleicher Phosphatkonzentration und 
verschiedener Wasserstoffzahl miteinander verglichen, sowie andererseits 
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Losungen gleichen Verhaltnisses zwischen primarem und sekundarern 
Phosphat mit voneinander abweichenden Phosphatkonzentrationen. 

Es fand sich eine Abhangigkeit der Gleichgewichte von der Wasser 
stoffzahl, derart, dab sowohl Héhenlage wie Gestalt der Kurve durc! 
den px bestimmt werden. Konzentrationsanderungen sind dem 
gegeniiber von geringerem, wenn auch deutlichem Einflu8®, der i 
alkalischen Lésungen starker hervortritt. 

Es konaten somit an Phosphatlésungen die Befunde in Model] 
versuchen reproduziert werden, wie sie friiher an Kohlesaurebindungs- 
kurven des Harns erhoben wurden 

Die Wirkungen. welche Zusatz einer starken oder schwachen 
Saure (Ammonchloridazidose, diabetische Azidose) oder Verdiinnung 
des Blutes (Hydramie) auf seine CO,-Bindung haben. werden im 
Anschlu8 an die Modeliversuche diskutiert. 

Da eine CO,-Bindungskurve. die weniger Bicarbonat enthalt 
ceteris paribus stets auch saurer ist, muS ihr Verlauf nach dem Massen- 
wirkungsgesetz sowohl] niedriger als auch flacher gestaltet sein. Aus 
einer flachen C O,-Bindungskurve des Blutes kann daher bei bestehender 
Azidose nicht ohne weiteres auf Blutverdiinnung (Hydramie) geschlossen 








werden 
Serie I. 
Tabelle II. 30. X. 1928. CO,-Bindungskurve. m/10 Phosphat. 5/95 
CO. Gesamt-C O02 Freie CO, Biearbonat 
= | Vol-9 Millimol = y,) Millimol y,)_ Millimol Pu 
mm Hg we 0 | pro Liter ; » pro Liter 7 pro Liter 
l 0 a) iT 0 iy 0 a _ 
2 5,2 10.8 45 04 0.2 10,5 47 7.50 
3 13.9 19,1 8,5 1.0 05 18,6 8.3 7.34 
: 35,5 31,0 13,8 2.6 1,2 28,4 12,7 7,11 
5 540 | 387 | 178 3.9 1,7 348 155 7,02 
6 89,5* 49.5 22.1 6,5 29 43,0 19,2 6,88 
7 125,1* 58.5 26,1 9.1 4.9 54.0 24,1 6.84 
8 128.3 58.5 26.1 9.3 4.1 54.5 24.3 6.83 


* Wert fallt aus der Karve 


Tabelle III. 22. X. 1928. CO,-Bindungskurve. m/10 Phosphat. 10/90 








CO-- € O2-Gehalt Freie CO, Biearbonat 
Nr. ) Spenmeee | voi-0/, | Millimol | yo: .0, | Millimol | yo, 9, | Millimol | 
mm Hg o-"2 pro Liter o-""'9 | pro Liter oo! pro Liter 
1 0 0 0 0 0 0 0 
2 23,9 17,3 77 1.7 0.8 15.6 7,0 7,02 
3 39,2 23,3 10,4 2.8 1,3 20,5 9.2 6,92 
+ 70,2 32.4 i4.4 5,1 2.3 27,3 12,2 6,80 
5 97.6 37.6 17,0 71 3,2 30.5 13.6 6,70 
6 149.7 47.8 214 10.8 45 37,0 16.5 6.60 
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Tabelle IV. 


17. X. 1928. CO,-Bindungskurve. m/10 Phosphat. 20/80. 
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oor whore 





C0.- Gesamt-C O, Freie CO, Bicarbonat 
Spannung cri oo eEey PEs eee eat ees “a 
; Millimol 0 Millimol ’ o Millimol 
mm Hg Vol.-°/o pro Liter Vol.-°/9 pro Liter Vol.-°/9 pro Liter 
0 0 0 ee 0 0 0 
27,6 13,1 5,8 1,9 0.9 11,1 5,0 
89,8 17,1 7.6 2.9 1,3 14,2 6,4 
66,1 24,4 10,9 48 2,1 19,6 8,7 
94.5 31,0 13,8 6.9 3,0 24,1 10,8 
131,0 38,5 17,2 9.5 4,2 29.0 13,0 


Tabelle V. 


13. X. 1928. CO,-Bindungskurve. m/10 Phosphat. 30/70. 


Pu 


6.82 
6,26 
6.69 
6,62 
6.56 

















CO>- Gesamt-C O» Freie CO, Bicarbonat 
Fh aaegen ors s yi ae sa oy ? 
’ , Millimol P Millimol . Millimol PH 
mm Hg Vol.-%o pro Liter Vol.-*le pro Liter Y°--°lo | pro Liter 
1 | 0 0 0 0 0 0 0 - 
2) 21,1 7,1 32 | 1,5 0,7 56 | 25 6,65 
3 38,6 12,2 54 | 2.8 1,3 9.4 4,2 6.61 
4 65,0 18,7 8,2 | 47 2,1 14,0 63 6,56 
5 93,8 24,7 10,6 | 68 3,0 17.9 8,0 6.51 
6 123.6 29.0 13,2 9.0 4.0 20.6 9,2 6,45 
Tabelle VI. 
15. X. 1928. CO,-Bindungskurve. m/10 Phosphat- 50/50. 
CO2- Gesamt-c de = Freie CO. Biearbonat 
| Spannung Sag ee ae ee ae 
ee Millimol || v., 9, | Millimol || v,. o Millimol Pu 
mm Hg Vol.-%/o pro Liter Vol.-%o pro Liter Vul.-°/9 pro Liter 
1 0 0 0 0 0 0 0 a 
2 22,3 4,5 2,0 1,6 0,7 2,9 1,3 6,36 
3 39,4 7,8 3,5 2.9 1,3 49 2,2 6,34 
4 65,4 12,1 5.4 4,7 2.1 7.4 3,3 6,30 
5 93,1 15,9 ta 6,7 3,0 9,2 4.1 6,24 
6 124.6 20,6 9.1 9.0 4.0 11.5 5.2 6.21 
Tabelle VII. 
16. X. 1928. CO,-Bindungskurve. m/10 Phosphat. 60/40. 
C0>- C O,-Gehalt Freie CO, Bicarbonat 
es OY ee ain Be aaa Pu 
, Millimol ; or Millimol a Millimol 
mm Hg Vot.le pro Liter | Vol.-%o pro Liter Vol.-%o pro Liter 
1 0 0 0 0 0 0 0 rs 
2 24,8 3,9 1,7 1,8 0,8 2,1 1,0 6,20 
3 66,7 9.8 4.4 4,8 2,2 5.0 2.2 6,13 
4 98,1 13,9 6,2 7,1 3,2 6,8 3,1 6,10 
5 127.6 17,6 7.8 9,2 4,1 8.4 3.8 6,08 
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Tabelle VIII. Tabs 
19. X. 1928. CO,-Bindungskurve. m10 Phosphat. 70 36. 
C0. Gesamt-C Oz Freie CO, Bicarbonat 
N Spannung a seit a cams ween en = Mr 
Vol.-¢ Millimol Vol.-0 Millimol Vol.-' Millimol PH 
mm Hg " ‘9 | pro Liter +7 ® pro Liter —e pro Liter 
, , l 
1 0 0 0 0 0 0 rf) 9 
2 27,9* 4.2 1,9 2.0 0,9 2,2 1.0 6,17 3 
3 46,0 6,0 2.7 3.3 1,5 2.7 1,2 6,03 4 
4 75,1 9,1 4,1 54 2.4 3,7 1,7 5,97 8 
5 105.8 12,5 5.5 7,7 3,4 4.8 2.2 5.93 7 
6 141.8 15.5 6.9 10,3 4.6 53 3.0 5.84 8 
* Wert fillt aus der Kurve = 
11 
Tabelle IX. 
26. X. 1928. CO,-Bindungskurve. m/2,5 Phosphat. 50/5 T abe 
oni. © O9-Gehalt Freie CO, Bicarbonat —— 
Nr. Spannung 7 Ste 0m gee OTS. Rg ) 
| vou-0/, | Millimot || y.) 0, | Millimol |) y.) 9 | Millimol| 5 Nr. 
mm Hg “ '0 | pro Liter “ '0 | pro Liter i pro Liter 
1 0 0 0 0 0 0 0 : 
2 27.5 8,1 3.6 1,9 08 6.3 2.8 6.40 3 
3 43,1 11,9 5,3 2.9 1,3 9,0 4.0 6,96 4 
4 84,2 22.7 10,2 5.8 2.6 17,0 7.6 6,35 5 
5 1138 | 291 | 18,0 7,8 3,5 21,3 9.5 6,32 : 
6) 1826 450 ' 201 | 125 | 56 825 145 = 6,30 3 
9 
10 
Tabelle X. 
25. X. 1928. CO,-Bindungskurve. m/2,5 Phosphat. 60/40. Tab 
co. € O2-Gehalt Freie CO, Bicarbonat Sas 
Nr. Spar nur Co yj peliteth ken . Aaig tpg Scapa tata Coie st Aree a 
i er Vol.-9/, Millimol i1.-0 Millimol Vol.-9/, Millimol Pu “ 
mm He “le | pro Liter || ** pro Liter ® pro Liter Nr. 
1 0 0 0 0 0 0 0 ~ 
2 20 58 26 20 09 gs | 17 | 6,19 . 
3 45,9 8.9 4.0 3,1 1,4 5,8 2.6 6,17 3 
4 83,5* 16,8 7,5 5,7 2,6 11,0 4,9 6,19 4 
5 115,1 21,8 9.8 7.9 3,5 14,0 6,2 6,16 4 
6 1432 262 11,8 9,8 44 16,4 7.3 6,13 7 
g 


* Wert fallt aus der Kurve. 
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Serie II. 


Tabelle XI. 


Pu = 8,12 (19°). 


11. VII. 1929. CO,-Bindungskurve. m/10 Phosphat. 


” 


5/97,5. 





Gesamt-C O, 


CO2- Freie CO, 
Spannung peas! 


Millimol ( 
:. Vol.- 
pro Liter ° 


Vol.- 


Nr Millimol 


pro Liter 


0 
0 


mm Hg Vol.-M%e 


0 0 
10.5 
28,8 
37,2 
41,4 
63,4* 
87,4 

111.3 

116,3 

131.2 $4.5 37,7 

176,0 97,4 43.5 


* Wert fallt aus der Kurve 


0 
25,8 
37,6 
45.4 
49.9 
53.2 
68,3 
78.8 
81.0 


Po 


16.8 
20.2 
22.3 
23,8 
30.5 
35.2 
36,2 
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Tabelle XII. 4. VII. 1929. CO,-Bindungskurve. m/1 


pu = 7,93 (19°). 


Bie 


arbonat 


Millimol 
pro Liter 


b 
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wnwnwore 
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37.8 


0 Phosphat. 


Pu 


erechnet 
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C O2-Gehalt Freie CO, 


CO0,.- 
Spannung |~ 


Vol.-° 0 


Vol.-°/9 


Nr. Millimol 
pro Liter 


Millimol 


pro Liter Vol.-%/o 


mm Hg 


_— 


0 
26,4 
44.5 


0 
15,8 
42,7 
65,1 
73,1 
73,9* 
77,4* 

112,2 
125,2 
137,0 


* Wert fallt aus der Kurve. 


0 
25,3 
41.4 
47,3 
50.8 
58,6 
48,0 
65.2 
66.8 
72,0 
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Tabelle XIII. 10. VII. 1929. CO,-Bindungskurve. m/2, 


pu = 7.46 (18°). 


Bie 


arbonat 


Millimol | }, 
pro cant 


5 Phosphat. 


Pu 
erechnet 


7.40 
7,19 
7.06 
7,04 
7,10 
6.99 
6,97 
6.93 
6,92 


10/90. 





Freie CO, 


C0.- C O2-Gehalt 
Spannung are y 
Vol.-°/o 


Vol.-%/5 


Vol.-0 Millimol 


pro Liter 


Millimol 
mm Hg pro Liter 


0 
14.1 
22.7 
36,4 
43,0 
46,4 
46.6 
60.6 


Oo 


0 
14,7 
29,4 
63,3 
81,9 
91,5 

198.7 
150,6 
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Tabelle 


T. Ch. 


XIV. 
15. VIL. 1929. CO,-Bindungskurve. m/10 Phosphat, 20/80. py 


Shen: 


7,33 (22°). 





OCB Tok WN 


CO»- 


( O2-Gehalt 


Spannung ~— 


mm Hg 


105,0 
117,1 
138,7 


Vol.-% 


0 
16.9 


23.5 


Millimol 
pro Liter 


Vol.-9 5 


Tabelle 
8. VII. 1929. CO,-Bindungskurve. m/10 Phosphat. 10/90. py = 7,61 (19°). 


Freie CO, 


Millimol 
pro Liter 


VU 
0.5 


av. 


Bicarbonat 
ii a — — Pu 
Vol -0 0 fens on berechne t 
0 0 
15,7 7,0 7,20 
21,7 9.7 7,16 
32,0 14.3 7.01 
41.6 18.6 6.90 
42.4 18,9 6.88 
47.0 21,0 6,87 
51,9 23,2 6,86 
56.3 25,2 6.82 











co C O2-Gehalt Freie (CO, Bicarbonat 
= ' J ee | ee 2 aa ees PH 
oad Reel Millimol Millimol Millimol perechnet 
mm Hg Vol.-°/o ose Liter Vol.-9 a Liter Vol.-© ° or Liter berectnet 
1 0 0 0 0 0 0 0 _— 
2 9,0* 21,2 9.5 0,7 0,3 20,5 9,2 7.56 
3 39,9 38,8 17,3 2.9 1,2 35.9 16.0 7,16 
4 65,3 49,8 22,2 4,7 2,1 45,1 20,1 7,05 
5 82,4* 59,7 26,7 6,0 2,7 53,7 24.0 7,02 
6 83,4 56,8 25,4 6,0 2,7 50,8 22,7 6,99 
7 99,0 61,9 27,6 7,2 3,2 54,7 24.4 6,95 
8 129.6 73,7 32,9 9,4 4,2 64,3 28,7 6,90 
9 130,0 73,4 32.8 9.4 4,2 64,0 28,6 6,90 
10 131,0* 68,4 30,5 9.5 4,2 58.9 26,3 6.86 
* Wert fallt aus der Kurve. 
Tabelle XVJ. 
18. VIT. 1929. CO,-Bindungskurve. m/2,5 Phosphat. 20/80. 
[pu = 7,16 (22°)}. 
C0. C O2-Gehalt Freie CO, Bicarbonat » 
Nr. Spannung # Cio ~~] aE BOO pcos pe oan H 
hie Millimol yo Millimol \) 9 Millimol | perechne 
mm Hg Vol.-*'¢ hom Liter Vol.-*/¢ oe Liter Vol pes Liter geenucaee 
1 0 0 0 0 0 0 0 ‘ 
2 19,2 29,7 9,1 1,3 0.6 19,4 8.7 7,25 
3 35,3 33,5 14,9 2.4 1,0 31,1 13,9 7,18 
4 66,0 53,8 24.0 45 2,0 49.3 22,0 711 
5 67,4* 56,8 25,3 4,6 2,1 52,2 23,3 7,13 
6 86,3 66,5 29,7 5,9 2.6 60,6 27,1 7. 
7 86,9 67,2 30,0 5,9 2,7 61,3 27.4 7,09 
8 126.8 87,4 39,1 8,7 3.9 78,7 35,2 7,03 
9 146.6 95,9 42.8 10,0 4.5 85.9 38,4 7,01 


* Wert fallt aus der Kurve. 
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Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft und der Vereinigung zur Férderung der wissenschaftlichen 
\rbeit am Stadtischen Krankenhaus Altona (Elbe) ausgefiihrt, denen 
vuch an dieser Stelle Dank gebiihrt. 
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Aktionsstrahlung des Muskels 
und Wachstumswirkung des elektrodynamischen Feldes. 


Von 
Werner W. Siebert. 
(Aus der ersten medizinischen Universitétsklinik Berlin.) 
(Eingegangen am 26. August 1929.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In friiher mitgeteilten Untersuchungen habe ich nachgewiesen, 
daB der Muskel durch Tatigkeit die Eigenschaft gewinnt, mito- 
genetische Strahlen (Gurwitsch) auszusenden. 

Der ruhende Muskel strahlt nicht. 

Da die mitogenetischen Strahlen im tierischen Gewebe unter 
verschiedenen Bedingungen hervorgerufen werden kénnen, stellt ihr 
Auftreten im Muskel infolge Tatigkeit einen Spezialfall dar, ahnlich 
wie die Erzeugung elektrischer Stréme im arbeitenden Muske]l — der 
sogenannten Aktionsstréme —- ein Sonderfall von Vorkommen elek- 
trischer Erscheinungen im tierischen Kérper ist. 

Dementsprechend habe ich seinerzeit fiir die auf Muskelaktion 
zuriickgehenden mitogenetischen Strahlen den Namen_ ,,Aktions- 
strahlen** vorgeschlagen. 

Wie meine letzte Mitteilung zeigte, ist von den mit der Muskei- 
zuckung verkniipften Stoffwechselvorgingen lediglich die Oxydation 
fiir die Entstehung der Aktionsstrahlung verantwortlich. Der Nachweis 
hierfiir stiitzte sich vor allem auf die Tatsache, daB durch Zugabe des 
spezifisch oxydationshemmenden Cyans die Strahlung des Breies von 
faradisch gereiztem Muskel aufgehoben werden konnte. Ferner war 
es méglich, den an sich strahlungsinaktiven Ruhemuskelbrei zum 
Strahlen zu veranlassen, wenn man in ihm die Oxydationen anfachte. 

Im folgenden berichte ich zunachst iiber neuere Experimente?, 
welche ebenfalls dafiir sprechen, daB fiir das Zustandekommen der 
Aktionsstrahlung ausschlieBlich die Oxydation von Bedeutung ist. Als 
Indikator (,,Detektor‘‘) fiir das Vorhandensein mitogenetischer Strahlen 


1 Herrn Laboranten Braun danke ich auch an dieser Stelle fiir seine 
wertvolle Unterstiitzung bei den Versuchen. 
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hbenutzte ich, wie friiher, die Hefe nach der Methode von Baron (s. 
Originalvorschrift und meine friiheren Mitteilungen). 

Ebenso wie im intakten Muskel sind im Muskelbrei Glykolyse 
und Oxydation miteinander gekoppelt (Weyerhof). Die Atmungs- 
steigerung bei der Tatigkeit ist eine Folge der verstarkten Milchsaure- 
bildung. Glykolysevermehrende Zugaben zum Ruhemuskelbrei sind 
imstande, nicht nur die Milchsaurebildung, sondern auch die Oxydationen 
anzuregen. 

Beispielsweise tritt dies bei gleichzeitigem Zusatz von Arseniat und 
sekundairem Natriumphosphat ein. Es kommt hierbei nach We yerhof zu 
einem Anwachsen sowohl] der Glykolyse wie der Atmung um etwa 100°... 

Strahlt nun ein derart vorbereiteter Brei, so kann dies die Folge 
sein der Steigerung erstens: der Glykolyse, zweitens: der Oxydation 
und drittens: beider Vorginge zusammen. : 

Cyan ist imstande, die Koppelung zu durchschlagen, indem es 
die oxybiotischen Prozesse hemmt, die anoxybiotischen aber  un- 
beeintrachtigt 1aBt. 

Ist die Strablung eine Folge der Oxydation, so muB sie bei Cyan- 
zusatz aufhéren. Fiihrt aber auch die Glykolyse zur Strahlung, so 
darf der Cyanzusatz die Wirkungen an der Hefe nicht unterdriicken. 

Es ergab sich nun, daB die Zugabe von Arseniat und Phosphat 
zum Ruhemuskelbrei zwar Strahlung hervorruft, diese Strahlung aber 
durch Cyanzusatz aufgehoben wird. 

Die Breie wurden durch feinstes Zerschneiden von Froschgastroc- 
nemien hergestellt: nach Zusatz der verschiedenen Stoffe und guter 
Durehmischung wurdensie in die bereits friiher beschriebenen Kapillar- 
kammern eingefiillt und auf meinem Bestrahlungsstativ einer nach der 
Baron-Methode vorbereiteten Hefekultur 3 Stunden lang gegeniiber- 
gestellt. Zwischen den Muskelbrei und die Hefe schaltete ich eine 
0,1 mm dicke Quarzplatte, um Gewibheit Yu haben, dab es sich um 
Strahlungserscheinungen handelt!. Nach Ablauf der Versuchszeit 
erfolgte Zahlung der Sprossungen in den Proben aus den verschiedenen 
Bezirken des Heferasens. 

Das Resultat aus Tabelle I besagt, daB in unserem Brei fiir die 
mitogenetische Strahlung nur die Oxydation verantwortlich ist und die 
Glykolyse nicht zum Auftreten von Fernwirkungen fiihrt. 

In Anbetracht der Tatsache, da’ sich hinsichtlich Atmung und 
Glykolyse der Brei prinzipiell ebenso verhalt wie der intakte Muskel, 
ist anzunehmen, daB es auch bei der durch die Tatigkeit entstandenen, 
also der Aktions-Strahlung, lediglich auf die Oxydaiionen ankommt. 


1 Nachtraglich sei hier vermerkt, da® alle friiheren Untersuchungen 
mit Quarzvorsatz ausgefitihrt waren. 


10* 
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Tabelle I. 
Detektor: Hefe. Induktor: A 1 g Muskelbrei + 0,1 cem 4°,ig. Natrium 
arseniat ! 0,.2cem 10,4°% ig. Na, HPO, + 0,l cem Aqu. dest. B ly 
Muskelbrei + 0,leem 4° ig. Natriumarseniat + 0,2cem 10,4°% ig. Na,H PO, 
0,l cem n/500 KCN. Temperatur 25°, Quarzplatte. 





Sprossungsintensitat Sprossungsintensitit 
der Detektorhefe der Detektorhefe 

Nt an gegentiber gegentiber Nt in gegeniiber gegentiber 
hontrollen A B Kontrollen \ B 

1 17 33 18 6 21 36 2) 

: 15 31 16 7 20 30 24 

3 15 23 14 5 20 31 19 

4 19 28 19 i) 19 35 19 

D 22 33 20) 19 18 32 24 





Meine Untersuchungen, die seinerzeit zur Auffindung der Aktions- 
strahlung gefiihrt hatten, unterscheiden sich nun von den spiter durch 
Gurwitsch und Frank tiber das gleiche Thema veréffentlichten dadurch, 
das diese Auteren den Muskel wahrend der Tatigkeit in die Nahe des 
Detektors brachten, ich aber den Brei eines lingere Zeit gereizten 
Muskels als Strahlensender verwandt hatte. 

Ich habe in der Folgezeit nun auch Untersuchungen mit der An- 
ordnung Gurwitschs vorgenommen und ebenfalls wie der russische 
Forscher eine Einwirkung auf die Hefe gefunden, wenn sich in ihrer 
Nahe ein schlagendes Froschherz oder ein sich kontrahierender Muskel 
durch Quarz vom Detektor getrennt befand. 

Gurwitsch und Frank hatten den elektrischen Strom genommen. 
um den Muskel in Tatigkeit zu versetzen. Man kann aber statt dessen 
auch den Muskel und seinen Nerven chemisch. durch Betupfen mit 
konzentrierter Kochsalzlésung, reizen. 


Tabelle 1]. Detektor: Hefe. Induktor: schlagendes Froschherz. 
Temperatur 25°. Quarzplatte. 





Sprossungsintensitat der Detektorhefe 


Nr an Kontrollen gegeniiber dem Herzen 
V 

l 18 31 

2 20 29 

3 17 30 

4 17 28 

5 18 39 


' Die Konzentrationen entsprechen, auf Trockensubstanz Muskel be- 
zogen, annahernd den von Meyerhof verwendeten. 
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Tabelle III. 
Detektor: Hefe. Induktor: chemisch gereizter Froschgastrocnemius, 
Reizung etwa eine Stunde lang, Zahlung der Hefe nach 3 Stunden. Tem- 
peratur 25°, Quarzplatte. 





Sprossungsintensitit der Detektorhefe 


an Kontrollen gegeniiber Muskel 
1 18 31 
2 17 29 
3 18 30 
4 20 29 
5 20 27 


Die faradische Reizung geschah bei meinen Versuchen stets indirekt, 
vom Nerven aus. Den Strom erzeugte ein Schlitteninduktoriumy, 2 Volt, 
Rollenabstand 10. Der Muskel (Gastrocnemius) war etwa 1m von diesem 
entfernt in einem Haltegestell aus Holz und Kork fixiert. Der méglichst 
lang praparierte Nerv beriihrte etwa 2c¢m vom Muskel entfernt die beiden 
parallel zueinander aufgestellten Enden der Driahte des Sekundiarstrom- 
kreises und stellte zwischen ihnen einen Kontakt her. Ein Metronom liel 
60mal in der Minute Strom durchflieBen. Zwischen dem zuckenden Muskel 
und der Hefeplatte war eine Quarzscheibe angebracht. Der Hefekultur 
gegeniiber befand sich bei dieser Anordnung lediglich der Muskel. Er iiber- 
ragte die Riander der Hefeplatte. Der frei priparierte Nerv begann erst 
weiter seitlich. Die Agarkultur war halbiert worden und nur die eine Halfte 
dem Muskel gegentiber in etwa !4cem Abstand aufgestellt worden. Die 
andere Halfte stand wiaihrend der ganzen Versuchsdauer zur Kontrolle 
etwa '/,m vom Muskelpraparat entfernt an einem Orte von gleicher Tem- 
peratur und Belichtung. Die Reizung des Muskels dauerte 1 Stunde; 
waihrend dieser und zweier weiterer stand der Muskel der Hefe gegeniiber. 


Tabelle 1V. 


Detektor: Hefe. ‘Induktor: Muskel wahrend faradischer Reizung. Tem- 
peratur 25°. Quarzplatte. 





Sprossungsintensitaét der Detektorhefe 


an Kontrollen gegeniiber Muskel 
1 17 28 
2 1s 29 
3 18 32 
4 20 29 
5 17 30 


Bei allen drei Versuchsanordnungen zeigte sich eine Veranderung 
an der Detektorhefe. Aber nur die mit den beiden ersten gewonnenen 
Resultate sagen ohne weiteres dasselbe aus wie meine alten Experimente, 


nimlich: daB es sich hier um mitogenetische Strahlen handelt. 
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Bei der elektrischen Reizung sind die Verhaltnisse komplizierter 


Wenn man an die Stelle des Quarzplattchens ein fiir mitogenetische 
Strahlen undurchgangiges beruBtes Deckglas bringt, so bekommt man 
bei den Versuchen mit dem Herzen und der chemischen Reizung 
keinen Effekt, dagegen aber verhindert bei der elektrischen Reizung 
das beruBte Glas die Wirkung nicht. 


Die Sprossungstiberschtisse sind also nicht in allen drei Versuchs- 
anordnungen auf die gleiche Ursache zuriickzufiihren; denn um eine 
mitogenetische Strahlung kann es sich nicht handeln, wenn das RuBglas 
kein Hindernis darstellt. Mit groBer Wahrscheinlichkeit ist hier die 
Elektrizitat Urheberin der Wachstumsvermehrung. 

Der elektrische Strom kénnte in zweierlei Weise einen EinfluB auf 
die Hefe ausiiben, erstens direkt bei Kontakt mit der Kultur, zweitens 
ohne Kontakt durch Fernwirkung. 


Die erste Méglichkeit lieB sich ausschlieben, da auch bei pein- 
lichster Isolierung der Apparatur mittels Glas und Paraffin dieselben 
Erscheinungen am Detektor auftraten. 


Es muBte sich also um eine Fernwirkung handeln, d. h. die Wirkung 
eines sogenannten elektrodynamischen Feldes. (Fiir die Annahme et waiger 
Warmeeinfliisse des elektrischen Stromes lag angesichts der ganzen 
Versuchsanordnung kein Grund vor.) 


Tabelle V. 


Detektor: Hefe. Induktor: Muskel wahrend der faradischen Reizung in 

paraffiniertem Gestell. Temperatur 25°. Vorschaltung eines Deckglases, 

das mebkrfach beruBt und absolut lichtundurchlassig ist (mikroskopische 
Kontrolle). 








Sprossungsintensitit Sprossungsintensitit 
der Detektorhefe der Detektorhefe 
Nr. eiiniatues Nr See sagemiihe 
an Kontrollen — an Kontrollen segeniily . 
0 0 0 0 
0 0 0 
1 30 39 6 17 35 
2 25 39 7 12 28 
3 24 40 8 21 30 
4 20 29 9 19 28 
5 18 32 10 21 31 


Handelte es sich um den Effekt eines elektrodynamischen Feldes, 
so war eine Sprossungsvermehrung auch dann zu erwarten, wenn man 
an Stelle des zuckenden Muskels eine kleine Spule in den Sekundiir- 


kreis einschaltete und der Kultur gegeniiberstellte. 
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Tabelle Vi. 


Detektor: Hefe. Induktor: Spule aus 1 mm starkem besponnenen Kupfer- 


draht. Lange 1!. em. 8 Windungen, peinlichste Isolierung. Temperatur 25°. 





Sprossungsintensitit Sprossungsintensitit 
der Detektorhefe der Detektorhefe 


gegentiber 


Muskel 


gegeniibe 
mtrollen aa 


an Kontrollen 
Uv 0 
23 37 6 26 35 
22 37 7 24 3 
27 36 S 19 30 
26 39 y 25 39 


29 34 10 24 36 





Wie die Tabelle VI lehrt, war eine deutliche Einwirkung vor- 
handen. 

Kine Vermehrung der Hefesprossung beweist also nicht ohne 
weiteres, wie man bisher annahm., die Existenz mitogenetischer Strahlen, 
wenigstens nicht ihre ausschlieBliche Existenz. Auch cin elektro- 
dynamisches Feld vermag Fernwirkungen auf Hefe auszuiiben. und 
damit erkliren sich vielleicht friihere Beobachtungen. 

In der Literatur bestehen niimlich mehrere Angaben iiber Fern- 
wirkung des elektrischen Stromes auf Mikroorganismen, allerdings im 
Sinne einer Wachstumshemmung. Insbesondere ist hier die Arbeit von 
Spilker und Gottstein zu nennen, die aber nicht unwidersprochen ge- 
blieben ist (Friedenihal u.a., siehe Zusammenstellung bei Rosenberg). 
Im vorliegenden Falle jedoch, in dem wir ein nach Art und Wachstums- 
stadium ganz besonders gecignetes Testobjekt verwenden, ist eine Wir- 
kung unzweifelhaft, und zwar im Sinne von Vermehrung. 

Bereits nach AbschluB des experimentellen Teiles dieser Mit- 
teilung wurde ich auf eine neue Veréffentlichung Barons aufmerksam, 


in der er eine Methode zum makroskopischen Nachweis der Effekte 


mitogenetischer Strahlen an Hefen angibt. 

Xeagiert Hefe ebenso auch auf Einwirkungen eines elektro- 
dynamischen Feldes, so mubte man mit unserer Spule ebensolche 
makroskopischen Bilder erzeugen kénnen, wie sie Baron als Ergebnis 
mitogenetischer Strahlung beschreibt. 

Dies ist tatsichlich der Fall. In einer zur Erganzung unserer 
bisherigen mikroskopischen Feststellungen durchgefiihrten Versuchs- 
reihe lie8 sich dies ausnahmslos beobachten. 

Entsprechend Barons neuer Vorschrift, wurde aus einer 2 Monate 
alten Kultur von Saccharomyces ellipsideus in Bierwiirze eine 
Suspension hergestellt, die etwa 800 Zellen in | cem enthalt. Zwei 
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gleich grobe Tropfen hieraus wurden nach kraftigem Schiitteln mittel 
Mikropipette auf Deckglaser gebracht und in bekannter Weise al: 
hangende Tropfen weiter kultiviert. Dem einen Praparat wurde vor 
oben her die Spule bis auf 14cm genadhert. Strom und Unterbrechung 
waren die gleichen wie in den Muskelversuchen, die Dauer der Ein 
wirkung des Stromes etwa 30 Stunden hintereinander. Das anders 
Praparat stand in 2m Entfernung an einem Orte von gleicher Tem 
peratur und Belichtung. Nach 20 Stunden sah man mit blobem Aug 
zuerst in dem elektrisch behandelten Tropfen eine weiBliche Ansammlung 
von Hefen auftreten. Sehr viel spater folgte dann die Kontrolle nach 
Nach etwa 30 Stunden wurden die Versuche abgebrochen. Die Unter- 
schiede zwischen beiden Praparaten waren sehr deutlich, nicht nur 
was Ausdehnung, sondern auch was Dicke der Hefeschicht betraf Dir 
nachfolgende Abbildung zeigt den Ausfall eines solcher Experimente 





Kontrolle 


Abb. 1. 


Bei der faradischen Reizung des Muskels kommt es also zur Ent- 
stehung eines elektrodynamischen Feldes. Es fragte sich, ob dieses 
nun von dem biologischen Substrat selbst oder aber von der mit 
ihm verbundenen elektrischen Apparatur ausging. 


Von vornherein war es ziemlich wahrscheinlich. daB der weiterab 
befindliche Induktionsapparat und die Drahte des Sekundarstrom- 
kreises nicht in Betracht kamen. Eine méglicherweise von _ hier 
kommende Beeinflussung der Hefe hatte sich ausschalten lassen miissen 
durch Anwendung eines geerdeten Drahtnetzkafigs (Faraday), der um 
den Induktionsapparat einschlieBlich Kontaktstelle des Nerven mit 
den Drahten herumgebaut worden war. (Der Nerv trat bei dieser 
Versuchsanordnung durch eine mit Paraffin ausgekleidete Masche des 
Netzes zum Muskel hindurch.) Die Anwendung des Kafigs anderte 
aber an unseren Versuchsresultaten nichts. 


Hingegen gelang es, die Wirkung aufzuheben, wenn man ein Draht- 
netz zwischen Muskel und Hefe unter die Ruf glasplatte schob. Es 
muB also die Induktion von den tierischen Geweben ausgehen. 
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Nunmehr entstand die Frage, ob man unser Phinomen auf den 
im Muskel bei der Tatigkeit entstehenden Aktionsstrom  zuriick- 
mufiihren hatte. 


Sie ist zu verneinen, weil, abgesehen von allem anderen, bei 
Blockierung der Reizleitung Nerv-Muskel durch Curare die Fernwirkung 
erhalten blieb. 

Zu diesen Versuchen wurde der Gastrocnemius eines Frosches 
verwandt, der vor der Tétung bis zur vélligen motorischen Lahmung 
curaresiert war. Nur solche Muskeln gelangten zur Verarbeitung, die 
bei elektrischer Reizung des Nerven eine Zuckung nicht mehr auf- 
wiesen. Im iibrigen gestalteten sich die Versuche wie die mit un- 
vorbehandeltem Muskel und RuBglas. 


Tabelle VII. 


Detektor: Hefe. Induktor: curaresierter Muskel. Temperatur 25°. RuBglas. 








Sprossungsintensitit Sprossungsintensitit 
der Detektorhefe der Detektorhefe 
Nt vegeniibe Nt gegeniibe 
an Kontrollen — in Kontrollen as P 
1 19 30 6 16 30 
2 20 30 7 17 28 
3 19 29 5 19 31 
4 17 26 y 19 29 
5 16 31 10 18 29 


Die Aktion des Muskels ist also tir das Auftreten von Fernwirkung 
auf die Hefe gar nicht erforderlich. 

Weiterhin stellte sich heraus, daB es zur Erreichung der Wirkung 
sogar geniigte, nur den Nerven ohne den daran befindlichen Muskel 
iiber die RuBglasplatte zu legen und elektrisch zu reizen. 


Tabelle VIII. 
Detektor: Hefe. Induktor: Nerv. Temperatur 25°. Rubglas. 





Sprossungsintensitat Sprossungsintensitit 
der Detektorhefe der Detektorhefe 
™ gege be Nt gege be 
an Kontrollen a _~ ; in Kontrollen * _~ . 
) ‘ 0/9 0 
1 17 27 6 19 28 
2 16 29 7 18 27 
3 19 29 8 19 30 
4 21 29 9 17 29 
) 17 28 10 19 26 
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Uber die Bedeutung der beiden letztgenannten Ergebnisse ]abi 
sich bis jetzt noch nichts AbschlieBendes sagen. Nur so viel ist sicher 
Es handelt sich offenbar nicht um die Wirkung einfacher elektrische: 
Stromschleifen, die entlang dem feuchten Nerven laufen, sondern un 
die Wirkung eines mit der physiologischen Funktion des Nerve: 
zusammenhangenden Vorganges. Beseitigt man namlich durch Kneife: 
und Behandeln mit Chlorcform die Leitfahigkeit (kenntlich an der Be 
wegungslosigkeit des zur Kontrolle am Nerven belassenen Muskels 
so ist an der Hefe keine Wirkung festzustellen. 


Fiir uns ergibt sich jedenfalls, das wahrend der elektrischen Reizung 
des Muskels ein elektrodynamisches Feld entsteht. welches an der 
Hefe die gleiche Wirkungen hervorruft, wie die mitogenetischen 
Strahlen, und da dadurch die Anwesenheit dieser Strahlung vor- 
getiuscht werden kann. 

Das schlieBt aber nicht aus, daB der Muskel wahrend der elektrische: 
teizung auch mitogenetischen Strahlen aussendet. 


Wir sahen, daB sich die Wirkung dieser durch Vorschalten eine: 
RuBplatte, die des elektrischen Feldes durch Anwendung eines Draht- 
gitters aufheben 1aBt. Filtert man nun durch ein solches Gitter die 
elektromagnetische Wirkung ab, ohne aber gleichzeitig ein Rubglas 
zu benutzen, so muB der Detektor eine Verinderung anzeigen, wenn 
mitogenetische Strahlen vorhanden sind. 


Dies ist tatsachlich der Fall. 


Tabe lle > 


Detektor: Hefe. Induktor: elektrisch gereizter zuckende1 Muskel. 


Geerdetes Drahtnetz. Quarzplatte. Temperatur 25°. 





Sprossungsintensitét der Detektorhefe 


Nt an Kontrollen gegeniiber Muskel 
l 16 29 
2 17 30 
3 16 31 
+ 1S 29 
5 17 28 


Wir kommen also zu dem Endresultat. daB bei der Fernwirkung 
des elektrisch gereizten Muskels auf Hefe zwei Phanomene zu unter- 
scheiden sind: 


1. die Wirkung eines elektrodynamischen Feldes und 
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2. die Aktionsstrahlung, ein Vorgang, der nach meinen friiheren 
und anfangs dieser Arbeit mitgeteilten Untersuchungen an die mit 
der Muskeltatigkeit verkniipften Oxydationen gebunden ist. 
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Zur Brotfrage. 


Von 
I. Abelin. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Bern.) 
(Eingegangen am 27. August 1929.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Auf medizinischer Seite war bis vor kurzem das Interesse fiir das 
Brot nicht besonders groB. Das letzte Jahrzehnt brachte allerdings 
einige beachtenswerte Arbeiten tiber das Brot, wie z. B. die Unter- 
suchungen von R.O. Newmann!, M. Rubner®, Sherman, Roux, Allen 
und Wood*, Eddy*, M. Hindhede®, E. Friedberger und S. Seidenberg® 
A. Scheunert’, L. Berczeller®* u.a. Es gibt aber auch jetzt noch eine 
Reihe von Forschern, welche eine Brotfrage nicht anerkennen wollen 
und welche der Ansicht sind, da eventuelle Brotschiden durch die 
anderen Nahrungsstoffe reichlich ausgeglichen werden. Wer aber an 
die experimentelle Bearbeitung des Problems herangehit, wird bald 
zu der Uberzeugung kommen, da8 unter Umstanden bei der menschlichen 
Ernahrung mit Brotschiden gerechnet werden darf, und daB es gar 
nicht so leicht ist, das Brot durch die Beinahrung richtig zu erginzen 
In dieser Beziehung sind die Befunde von M.S. Rose und G. M. Mc Leod® 
von Interesse. Es konnte dabei nachgewiesen werden, daB eine Nahrung 
aus Brot und Karotten, aus Brot und Spinat, aus Brot und Fleisch 

' R.O. Neumann, Die Volksernéhrung, Heft 1: das Brot. Berlin. 
J. Springer, 1922. 

2 M. Rubner, Sitzungsber. d. preuB. Akad. d. Wiss. (mathem. physik 
Kl.). Berlin 1925. 

8 Sherman, Roux, Allen und Wood, Journ. of biol. Chem. 46, 503, 1921. 

* Eddy, Journ. Home Economics 16, 1924. 

5 M. Hindhede, Med. Welt 1928, Jahrg. 2, 8S. 1341. 

6 E. Friedberger und S. Seidenberg, Miinch. med. Wochenschr. 1927, 
74 Jahrg., 8S. 1573. 

7 A. Scheunert, diese Zeitschr. 202, 380, 1928. 

8 L. Berczeller und Mitarbeiter, Einzelmitteilungen von L. Berczeller. 

® M.S. Rose und G. M. Mac Leod, Journ. of Nutrition 1, 29, 1928. 
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unzureichend ist, und zwar selbst dann, wenn diese Stoffe 30°, der 
Gesamtnahrung ausmachten. Auch die Beigabe von 10°, Milch reichte 
nicht aus, erst mit einer Nahrung aus 30°, Milch und 70°, Brot oder 
mit 30%, getrockneter Eier und mit 70°, Brot wurden gute Resultate 
erzielt. Es ist sehr fraglich, ob in armen Familien mit hohem Brot- 
konsum diese relativ teueren Nahrungsmittel reichlich genossen werden 
und ob in solchen Fallen die Brotfrage wirklich ohne Bedeutung ist. 


Es sollen nun im nachfolgenden einige Punkte des Brotproblems 
gesondert betrachtet werden. 


a) Kleiereiches und kleiearmes Brot. 


Unter Kleie im weiteren Sinne des Wortes versteht man alle Be- 
standteile des Getreidekorns mit Ausnahme des Mehlkérpers. Der 
Begriff der Kleie umfaBt somit: die auBere Fruchtschale, die Samen- 
haut, die Kleberzellenschicht (Aleuronschicht), den Getreidekeimling, 
sowie das Bindegewebe und manche andere Bestandteile der Brotfrucht. 
Die Art der Vermahlung bringt es mit sich, daB die Kleie immer noch 
Bestandteile des Mehles enthalt und daB umgekehrt das Mehl immer 
noch Kleienteilchen einschlie&t. Der Unterschied zwischen Kleie und 
Mehl muf natiirlich auch in der chemischen Zusammensetzung der 
beiden Produkte deutlich zum Ausdruck kommen. Nachfolgende 
Tabelle gibt dariiber Auskunft?. 


Chemische Zusammensetzung der Kleia und des Mehles. 





Eiweifi Fett Stirke Asche 


e 0 0 0 0 0 bd 0 
Roggenmehl, feinst (0 bis 30%). . 6,7 0,69 81.5 0,46 
Roggenkleie (70 bis 95%) ; 17,6 3,62 20,5 4.86 
Weizenmehl, feinst. ....... 13,2 1,14 79,30 0,49 
Weizenkleie (80 bis 93%) 17,34 5,26 15,7 . 6,70 


EiweiB, Fett und Mineralsalze sind in der Kleie in gréBerer, Starke 
in geringerer Menge enthalten, als im Mehl. Da auch der vitaminreiche 
Keimling in die Kleie iibergeht, so ist der Vitamingehalt der Kleie 
gréBer als der des Mehles. Dem Gewichte nach macht die Kleie etwa 
18 °, des Kernes aus, manchmal etwas mehr, also einen recht erheblichen 
Anteil. Schon daraus ist die Wichtigkeit der Frage der Kleien- 
verwertung ersichtlich, denn sie bedeutet einen eventuellen Gewinn 
eines erheblichen Teiles der Gesamternte. 


Im friiheren Mittelalter war fiir gewéhnlich die Kleie Nahrungs- 
bestandteil. Dieses erfolgte aber weniger auf Grund theoretischer Uber- 


1 Vgl. R.O. Neumann, Das Brot, 8. 34. Berlin, Julius Springer, 1922. 
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legungen, als hauptséchlich aus technischen Griimden, weil die damalige:, 
MahImethoden nicht oder nur ungeniigend imstande waren, die Kleir 
vom Mehle abzusondern. Im 18. Jahrhundert waren bereits brauchbar 
Verfahren zur Abtrennung der Kleie vom Meh! bekannt, doch haben ers: 
die technischen Errungenschaften des 19. Jahrhunderts eine weitgehend« 
Absonderung des Mehles von der Kleie erméglicht. Kaum war dieses lang 
ersehnte Ziel erreicht, als von mancher Seite der Ruf erténte: ,,Zuriick 
zur Kleie, fort mit WeiBmehl“, und seitdem ist die Kleienfrage zum 
allgemeinen Problem der Brotchemie und der Ernahrungsphysiologie ge- 
worden. 


Der pbysiologische Nutzwert der Kleie ist sehr umstritten. Man mag 
die Brotgeschichte blattern in welcher Richtung man wil!, man st6Bt imme! 
wieder auf die beiden entgegengesetzten Ansichten iiber den Nahrwert der 
Kleie: die einen Forscher méchten sie aus der menschlichen Ernahrung 
ausschlieBen, die anderen befiirworten deren Gebrauch. So haben Magendi« 
und Millon! in der Mitte des vorigen Jahrhunderts das Zubacken der Kleie 
zum Brot warm empfohlen. Poggiale? ist dagegen auf Grund der schlechten 
Ausnutzbarkeit des stark kleienhaltigen Brotes* fiir die Weglassung de 
Kleie aus dem Mehl eingetreten. Die gleiche Uneinigkeit finden wir auch 
bei den deutschen Forschern. J. v. Liebig® auBert sich zur Frage det 
Kleienverwertung wie folgt: ,,Die Absonderung der Kleie vom Meh! ist 
eine Sache des Luxus und fiir die Ernahrungszwecke eher schadlich als 
niitzlich**. Andererseits schreibt C. Vort4: ,,Es scheint mir rationeller, 
wenn man die Kleie pflanzenfressenden Tieren, welche die Cellulose reichlich 
verdauen, gibt, da diese am besten auch die damit verbundenen stickstoff- 
haltizgen Stoffe auslaugen werden“‘. Und fragt man die Zeitgenossen an, 
so erhalt man genau die gleichen, sich einander ausschlieBenden Antworten. 
Rubner tritt fiir die Verwendung eines kleiearmen Brotes ein und O. Kestner®, 
der die Ansichten Rubners teilt, driickt sich wie folgt aus: ,,Die physiologisch 
richtige Ernéhrung wird dann erreicht, wenn der Mensch nur den verdaulichen 
Mehlkern iBt und die Kleie auf dem Umwege iiber das Vieh dem Menschen 
zugute kommt‘'. M. Hindhede* und mit ihm eine Reihe anderer Manner 
betrachten den Genu8B eines niedrig ausgemahlenen Brotes als einen der 
gréBten Fehler der Neuzeit. 


Wenrt nun die Kleienfrage, trotzdem sie bereits fast ein Jahrhundert 
diskutiert wird, keine Klarung zefunden hat, so liegt das in erster Linie an 
den groBen Schwierigkeiten der experimentellen Priifung derselben. Nicht 
zuletzt ist aber bei diesem Streit auch der Gesichtspunkt, unter welchem 
das Kleienproblem betrachtet wird, mafgebend. 


Die einen wollen mit der Kleie mehr Nahrstoffe zufiihren, eine An- 
regung der Darmperistaltik und eine Vermehrung des Kotvolumens er- 
zielen. Die anderen verwerfen die Kleie, weil sie eine méglich gute Aus- 


1 Millon, C.r. 28, 40, 1849. 

2 Poggiale, C.r. 37, 173, 1853. 

3 J. v. Liebig, Chem. Briefe, 32. Brief, 8S. 335 Leipzig und Heidelberg 
1865. 

* C. Voit, Hermanns Handb. d. Physiol. 6, 473, 1881. 

5 O. Kestner und Knipping, Die Ernahrung des Menschen, S. 100. 
Berlin, J. Springer 1924. 

® M. Hindhede, Med. Welt 1929, Nr. 5 und 6. 
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nutzung der Nahrungsbestandteile haben wollen und weil sie die Uberfiillung 
des Magendarmkanals mit unverdauten Kleienprodukten als eine ungiiltige 
Belastung betrachten. Und da die Kleie je nach den Umstanden tatsachlich 
diese beiden entgegengesetzten Wirkungen entfalten kann, so verfigt 
jede Partei iiber sachliche Griinde, welche bei der Diskussion ins Feld 
gefiihrt werden. Tatsache ist, daB die Ausnutzung des stark kleienhaltigen 
Brotes keine so giinstige ist wie die des kleiearmen Brotes. Dariiber sind 
wir auBer den bereits erwahnten, fast ein Jahrhundert zuriickliegenden 
Untersuchungen von Poggiale durch zahlreiche Arbeiten der Schulen 
von Rubner, Zuntz, v. Noorden, Neumann, Osborne-Mendel u.a.' unter- 
richtet. Der Ausdruck ,,stark kleienhaltig’‘ mag unterstrichen werden, 
denn z. B. zwischen nicht sehr kleiereichem und fast kleiefreiem WeiSbrot 
besteht nur ein geringer Unterschied in der Ausnutzung. Eine Ent- 
scheidung der Kleienfrage haben aber diese Ausnutzungsversuche nicht 
bringen kénnen, denn erstens hat man im Laufe der weiteren Unter- 
suchungen feststellen kénnen, daB es eine Angewohnung an die Kleie gibt 
und daB dieselbe dann besser ausgenutzt werden kann. Zweitens, wird 
man heutzutage’ kaum einen Ernaéhrungsphysiologen oder einen Kliniker 
finden, der unter bloBer Beriicksichtigung der Ausnutzbarkeit irgendein 
Nahrprodukt empfehlen oder ablehnen wird. Es spielen bei einem Nahrungs- 
mittel so viele verschiedene Teilfaktoren mit, daB die sich im Bereich von 
einigen Prozenten bewegenden Ausnutzungsdifferenzen kaum ausschlag- 
gebend sein kénnen. Es ist aber auf der anderen Seite nicht richtig, die 
peristaltikférdernde Wirkung des Kleienzusatzes in den Vordergrund zu 
stellen und von diesen Gesichtspunkten ausgehend, der Allgemeinheit ein 
kleiehaltiges Brot vorzuschlagen Das Brot wird dann hauptsad¢hlich als 
Heilmittel betrachtet, wahrend bei der Massenernéihrung in erster Linie 
ernihrungsphysiologische Momente maBgebend sein sollen. 


Ganz anders wire das Kleienproblem zu betrachten, wenn es gelingen 
sollte nachzuweisen, daB der allgemeine Nahrwert des Brotes durch reich- 
licheren Kleienzusatz erhéht wird. Ein solcher Nachweis steht noch aus. 
Die nachfolgenden Untersuchungen sollen als kleiner Beitrag zu dieser Frage 
dienen. Als Priifungsmethode dient heutzutage bei ihnlichen Fragestellungen 
der bekannte Rattenversuch, dem die moderne Ernahrungslehre sehr viel 
zu verdanken hat. Es wird dabei festgestellt, in welchem MaBe aus dem 
betreffenden Nahrmaterial K6rpersubstanz gebildet wird, und dazu ist 
ganz besonders die Verfolgung des Wachstums geeignet. Junge; selbst- 
geziichtete Ratten, fast durchweg vom gleichen Wuchs, wurden in einzelnen 
Gruppen mit den verschiedenen Brotsorten ernaihrt. Daneben erhielten 
die Tiere Wasser. Es wurden die gewéhnlichen Brotsorten, wie sie in den 
Backereien eingekauft werden, gepriift, also das iibliche Weibbrot, das 
gemischte Brot, das hellere und dunklere Roggenbrot und der Zwieback?. 


Es sollen zuerst einige Versuchsreihen iiber das Wachstum bei normaler 
Ernéhrung angefiihrt werden. Als eine solche zureichende Nahrung erweist 
sich bei der Ratte : viel Milch, Brot und eine zeitweise Zulage von Vegetabilien. 
Die Normalversuche wurden an drei Wiirfen junger Ratten angestellt und 
sind in den nachfolgenden Tabellen zusammengefaBt. 


1 Literatur s. bei v. Noorden und Salomon, Handb. d. Diatetik 1, 403ff.. 
1920. 
2 Uber die Versuche mit Zwieback soll spater berichtet werden. 
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Tabelle I. 


Kontrollversuch 1. Normale Ernahrungsart (Milch, Brot, zeitweise rohe 
Vegetabilien). 





1928 Nr.26,2 27,9 28, oo | "eee 
£ £ £ g 

11. ; 50,5 50.8 50.5 53.5 
59.5 59.5 61 63.7 
71.5 72 74 80 
83 87 90.5 97 
105 111 117 124 
120 128 129 135 
135 125 135 135 
135 141 142 149 
147 160 151 165 
156 168 173 177 


Durchschnittliches Kérpergewicht der Tiere zu Be- 
Ct WE 3 Ow eh se 6 a ale we. Se 


Durchschnittliches Kérpergewicht am SchluB des 
Morppoie (ach: G6: Teor)... 3. 6 5 se bc eee 169,5 g 


Die Tiere haben also wihrend der 66 Versuchstage ihr durchschnittliches 


K6rpergewicht um 231% erhéht. 


Tabelle Il. 


Kontrollversuch 2. Normale Ernahrungsart [Brot, viel Milch (gekocht), 
zeitweise rohe Vegetabilien]. 





: x Dureh- 
oq | Nv.382,c" 333, 0° 334, 9 | 335, c° | 336, 2 | 339, o° | schnittliches 
1929 Kérpergewicht 


- g L ao ~ 


44 63 45 } 43 
72 93 65 71 68 
95 124 97 103 101 
105 145 104 118 112 
115 165 127 ‘ 131 
141 188 147 157 
153 193 153 171 
173 210 _ 196 178 
187 218 203 188 


Anmerkung: Die Tiere Nr. 334 und 336 werden am 24. Mai fiir einen 
anderen Versuch gebraucht und scheiden aus dieser Reihe aus. 


Die Tiere haben wahrend 57 Tagen ihr durchschnittliches Kérper- 
gewicht um 363% erhdht. 
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Tabelle III. 


Kontrollversuch 3. Normale Ernaéhrung [Brot, viel Milch (gekocht), zeit- 


weise rohe Vegetabilien]. 





- os : aid ; F 7 Durehschnittliches 
1929 Nr. 337, 9 338, 9 339, of Korpergewicht 


a u £ 4 
HZ. TF. 57 50 63 56 
19. IV. 51 78 93 84 
26. IV. 100 99 124 107 
am. NX. 115 115 145 125 
10. V. 127 125 165 139 
ae. & 140 139 188 155 


Die Tiere haben wahrend 36 Tagen ihr K6rpergewicht um 177% 
erhoht. 


Durchschnittliches Wachstum bei normaler Ernahrung (auf Grund 
der Kontrollserien 1, 2 und 3) 


Durchschnittliches Kérpergewicht bei Beginn des Versuchs ,- 50g 
o” 99 ee oT eee SS eRe 

* % a ee ae as ee ee ok. 

- oe Sih tei gues ants vey 

* we 28 “ete aoe a 

- 3 1 a ar 

oe a. al os | 

‘ Se eee: 

; ss <a a; os 


Die Tiere haben wahrend 56 Versuchstagen ihr Kérpergewicht um 
durchschnittlich 244% erhdht. 

Im Vergleich zum Wachstum bei Normalkost nimmt die Wachs- 
tumskurve bei der Broternahrung einen ganz anderen Verlauf. Mit 
dem Beginn der Brotfiitterung hért die normale Kérpergewichtszunalme 
auf und macht im Laufe von Wochen und Monaten sehr langsame 
Fortschritte. Bald gesellen sich dazu die ersten Krankheitszeichen, 
welche die Entwicklung erst recht hemmen, und so erhalt man zum 
SchluB ein recht trauriges Bild vom Zustand und Verhalten des 
Tieres. Naheres iiber diese Brotversuche enthalten die nachfolgenden 


Tabellen. 
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Tabelle IV. 


Versuch B4. Fiitterung mit gemischtem Weizenbrot. 





Nr.103,o° 104,29 105, 106, 2 | 107, cr Purchschnittliche 


£ 
63,! 


72 


78 
81 
93 


104 


719. V. 


Anmerkungen: Tier Nr. 104 ist am 19. Mai unter typischen avitaminésen 
Erscheinungen gestorben. Das ganz gleiche Bild lieferte Tier Nr. 106, es 
ist am 17. Mai eingegangen. Die Sektion ergibt einen starken rachitischen 
Rosenkranz bei beiden Tieren, die Réntgenaufnahme zeigt deutliche Knochen- 
veranderungen. 


Die tberlebenden drei Tiere erhalten vom 21. Mai an taglich 2 ccm 
Rohmilch pro Tier. An Stelle des Weizenbrotes wird Roggenbrot gegeben. 





V. 2g | 83 g 110g 
VL 79¢ + 27.V. 105 g 
VL +38.V1 105 g 
wy 113 ¢ 
VI. 113g 

+ 28. VL 


Anmerkungen: Das Tier Nr. 105 ist bereits am 27. Mai tot. Tier Nr. 103 
geht am 3. Juni ein. Es hat einen stark ausgesprochenen rachitischen 
Rosenkranz und starke Knochendeformitaten. —- Das Tier Nr. 107 zeigt 
gegen Ende des Versuchs schwere Gangstérungen, die Hinterbeine werden 
nachgeschleppt, das Abdomen ist stark aufgetrieben. Die Sektion ergibt 
auch bei diesem Tier einen rachitischen Rosenkranz, der aber etwas schwacher 
ist als bei den anderen Tieren dieser Gruppe. 
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Tabelle V. Versuch B8. Ernahrungsart: Gemischtes Weizenbrot. 





’ f ‘ ‘ 9: , ain Durch- 
Nr.128 129 130 131 132 133 134 135 | sehnittliches 
- 


ms; 2 | ei el. P| 2 | o | o | Kamer. 


gewicht 


or yy rig , y ‘ ‘ y y 
- rad g uv x i £ ue u 


3. VIL. 68 60 67 70 7D 

28. VI. 76 66 67 68 84 

6. VIL. 77 68 73 79 86 67 59 71 74.4 
is. Vi. 78 74 70 82 94 68 58 71 74 
20. VIL. 80 72 81 82 99 69 60 73 77 
z. Vi. 94 &3 92 93 107 $2 tot 86 91 
2. VIII. 94 81 93 94 198 Y4 
10. VIII. 9S 75 YS 94 112 SS 4 94 
17. VEG... 101 SS 100 95 116 95 98 99 
24. VIII. 96 85 101 97 110 100 100 99 
31. VIII. 42 84 95 94 101 96 101 95 
% i 95 94 101 95 125 105 117 - 105 
“a. TX. 93 8S 103 93 124 105 116 103 
24. IX. 97 $2 103 93 125 109 124 105 
28. IX. 102 86 100 125 132 gy 137 111 
S& &. 98 85 98 123 130 97 135 109 
i Be i11 88 tot 127 133 95 142 


Anmerkung: Ende August treten bei samtlichen Tieren deutliche 
Erscheinungen einer mangelhaften Ernahrung auf. Die Tiere haben aus- 
gedehnte kahle Hautpartien. Der Gang ist nicht normal. Am 13. Oktober 
zeigt das Tier Nr. 128 eine schwere Xerophthalmie, ebenso Tier Nr. 132. 
Durch Beigabe von 0,07 g Lebertran pro Tag heilt die Xerophthalmie nach 
einer Woche. Die Tiere Nr. 129 und 130 sterben am 7. Oktober. Das Tier 
Nr. 13] stirbt am 24 Oktober. Kein ausgesprochener rachitischer Rosen- 
kranz. Die Tiere Nr. 133 und 135 erhalten vom 13. Oktober an neben dem 
Weizenbrot auch 5g Weizenkleie pro Tag. 

Die Nahrungsaufnahme war bei den mit kleiehaltigem Brot gefiitterten 
Tieren stets gréBer als bei den Tieren mit WeiBbrot. Dementsprechend 
war auch die Kotmenge beim dunkleren Brot stets gréBer als beim Wei®brot. 
Uber ahnliche Erfahrungen berichten auch EF. Friedberger und S. Seiden- 
berg (I. c¢.). ’ 


Versuch B 8 (Fortsetzung). Ernéihrungsart: Vom 6. Juli bis 13. Oktober 
bloB Weizenbrot und Wasser, vom 13. Oktober an erhalt jedes Tier neben 
dem Weizenbrot 5g Weizenkleie pro Tag. 








1928 Nr. 133, 9 135, 1828 Nr. 133, 9 135, 
g g g g 
Pe oe 96 * 142 * 16. XI. 118 150 
im. x. 93 153 23. XI. 128 158 
26. X. 127 145 30. XI. 132 159 
2. XI. 133 147 4> mals 127 157 
9. XL 119 150 


* Die Kérpergewichtszahlen yom 23. Juni bis 12. Oktober 1928 sind in der Versuchs- 
tabelle B 8 enthalten. 

Anmerkung: Trotz der fast zwei Monate dauernden Beigabe von Kleie 
sind die typischen Gangstérungen nicht verschwunden. 


11* 
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Tabelle VI. Versuch B 9. Ernahrungsart: WeiBbrot (ohne jeden Zusatz). 





Nr. 173 
1928 Q 


174, 9 | 175,9 | 176, 177, Q | Purchschnittliches 


Orpergewicht 


3. VIL. 62 60 63 67 60 62 
10. VIII. 65 63 65 70 63 65 
‘7. Yiu. 66 64 65 71 64 67 
24. VIII. 67 66 64 72 65 67 
31. VIII. 73 63 67 75 68 67 

& 2a. 75 62 69 77 62 69 
i - Sa. 77 53 73 81 60 69 
an oe 88 tot 85 98 75 86 
28. IX 84 81 99 74 85 

ee 2 80 76 92 66 79 
s. 80 80 96 69 SI 
20. X 87 87 107 74 &Y 
SS.  &. 85 85 107 74 SS 

S we &S8 87 112 75 90 

3 94 100 129 S4 102 
16. XI 93 104 134 86 104 
3. - x) 95 110 140 9) 109 
30. XI. 92 109 136 tot 

‘Fe 8 98 110 143 
14. XII. 107 114 152 
a1. . mae 110 119 153 
28. XII. 107 115 147 


Anmerkung: Am 26. November stirbt Tier Nr. 177. Das Tier war 
vorher kaum beweglich, Haar struppig, Augen halb geschlossen, Atmung 
stark beschleunigt. Vom 30. November an erhalten die drei noch lebenden 
Tiere an Stelle von Weibbrot ein Weizenvollbrot (94%). 


Tabelle VII. Versuch B 10. Ernahrung mit einem stark kleiehaltigen Brot, 
sogenannten ,,St.-Brot’‘. (Das Getreidekorn wird bei diesem Verfahren 
auf nassem Wege gereinigt und enthiilst)!. 





Nr.245 246 247 | 248 | 249. 250 | 251 | 252 | sempinitches 

1928 2 2 a 2 y . a 

gewicht 
x £ 4 g g g 4 g 4 
) aoe 3 60 56 57 52 53.5 54 60.0 5S 56 
a. Xi. 5Y 54 5b 52 64 53 57 59 56 
5 =z 64 57 59 5D 73 62 61 65 62 
16: Xt. 75 66 68 68 87 69 72 72 72 
23. XL. 78 67 69 73 92 65 77 74 74 
a0. AL 83 76 75 83 99 74 §2 79 S1 
4. aks 89 74 73 78 95 77 87 83 82 
14. NIL. 77 74 74 78 92 67 80 72 76 
21. XII. 73 72 74 75 87 66 79 71 74 


Wahrend 56 Tagen haben die Tiere ihr durchschnittliches K6érper- 


gewicht um blob 32% erhdht. 
Die Tiere Nr. 245—250 sind weibB, die Tiere Nr. 251 u. 252 sind weiB-schwarz. 


1 Es wurde ausschlieBlich das Originalbrot dieser Marke verwendet, welches 
auf d. Unterflache den Namen des Erfinders dieses Reinigungsverfahrens tragt. 
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Bestehen nun irgendwelche erkennbare Unterschiede im Wachstum, 
Verhalten und Aussehen der Ratten, wenn sie einmal mit einem kleie- 
reichen, das andere Mal mit einem kleiearmen bis fast kleiefreien Brot 
ernihrt werden? Die wahrend fast zweier Jahre durchgefiihrten Ver- 
suche lieBen bis jetzt keine prinzipiellen Unterschiede in der biologischen 
Wertigkeit der gepriiften Brotsorten erkennen. Gleichgiiltig, ob die 
fatten mit feinstem Weibbrot oder mit gemischtem Brot ernahrt 
wurden, sie konnten sich nicht normal entwickeln. Die Gewichts- 
zunahme verlief durchweg anormal, die Tiere bekamen nach einiger 
Zeit der Broternihrung verschiedene Hauterkrankungen, ausgedehnte 
kahle Hautstellen und ein struppiges, schlecht aussehendes Haar. Die 
Zaihne waren mehrmals nicht normal und leicht briichig. Hiéufig traten 





Abb. 1. 
Xerophthalmie nach Fiitterung mit Weifbrot und roher Kleie. (Tier Nr. 316, Tabelle XI.) 


schwere Xerophthalmien auf (vgl. Abb. 1). Die Tiere haben niemals 
Junge geworfen, trotzdem sie das geschlechtsreife Alter weit iiber- 
schritten hatten. Fast ohne Ausnahme zeigten die Tiere nach einigen 
Monaten eigentiimliche Gangstérungen. Ohne auf weitere Einzelheiten 
naiher einzutreten, soll kurz zusammengefabt angegeben werden, dab 
die mit Brot allein ernahrten Tiere nicht lebensfihig waren, sie gingen 
nach einer Ernahrungsperiode von 3 bis 4 Monaten ohne Ausnahme 
zugrunde. Nur bei Zusatz gewisser Nahrungsmittel, wie Milch, Karotten 
oder dergleichen, gelang es, die Tiere vor dem Tode zu retten. 


b) Der Aschengehalt des Brotes. 


Als ein besonderer Vorzug des stark kleiehaltigen Brotes wird 
sein héherer Aschengehalt angefiihrt. Und da dem Laien heutzutage 
eine méglichst reichliche Versorgung mit Vitaminen und Mineralsalzen 
eingepragt wird, so wirkt der gréBere Aschenreichtum des Kleienbrotes 
als ein besonderer Anziehungspunkt. Eine genauere Betrachtung des 
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Mineralgehaltes des Brotes |aBt die Frage in anderem Lichte erscheinen 
Wir wissen heute, daB es bei den Mineralsalzen, ebenso wie beim Eiweifs 
Fett und Kohlehydrat, nicht nur auf die Menge, sondern auch auf dis 
chemische Beschaffenheit ankommt. Der héhere Mineralgehalt eines 
Produktes sichert an sich noch keinesfalls eine rationellere Ausnutzung 
und darauf kommt es ja schlieBlich an. MaBgebend ist bei der Aus 
nutzung das gegenseitige Verhdltnis zwischen den Kationen und den 
Anionen, sowie die Natur der einzelnen Saure- und Basenbestandteile 

Betrachten wir nun die Zusammensetzung der Brotasche, so er- 
geben sich folgende Zahlen!. 





Asche von Weizenbrot Asche von Roggenbrot 
ae err kh ee 52.63 49.33 
PERS eee eee 3,64 2.08 
BemUmOSyG 2g kt Ck 32,32 50.64 
MEMUSG 26s is ke es 3,16 3,22 
Magnesiumoxyd. ...... 5,67 9,84 
es. hee ee ee 0,83 2,17 
Schwefelsiureanhydrid . . . . 0,68 1,12 


Herr Dr. Th. v. Fellenberg vom Eidgendéssischen Gesundheitsamt 
hatte die Freundlichkeit, die von mir benutzten Brotarten zu analysieren 
und mir in dankenswerter Weise folgende Zahlen zur Verfiigung zu stellen 
Die nachfolgende Tabelle enthalt sowoh] die Mineralwerte in Prozenten. 
sowie in der segenannten Normalitat. Die letzte Kolonne der Tabelle VIII 
enthalt die Anzah] Kubikzentimeter einer Normal-Alkalilésung, die 
notig sind, um die ,.saure’* Brotasche zu neutralisieren. Die Werte sind 
umgerechnet auf 100g jeder Brotsorte. 


Tabelle VIIT. Aschenanalyse der verwendeten Brotsorten. 








2 “_ 
z -_ == 
=< ~= = =: 
x Ze = S 
Brotart = = S _ 7 — 
7 ds =z & 
Z = 
¢ 0 C 7" 
a i ee 0.47 284 0,024 0,263 8.3 — 69 
Gemischtes Brot (75%) ... 080 244 0,029 0434 13.7 9,2 
. » vom Konsum- 
NE a Gok ce hae hod kw’ 1.02 318 0,036 0418 13,2 — 94 
~5t.-Brot*, grob ausgemahlenes 
|, Sea aie ey eae 185 1.99 0,034 1.095 34,5 17,1 
(Das Korn wird bei diesem Verfahren 
auf nassem Wege verarbeitet.) 
NE RC Se aw 187 2,74 0,045 0,92 29.1 — 148 


1 J. Stoklasa, Das Brot der Zukunft, S. 30. Verlag von G. Fischer, Jena 1917. 
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Ferner sollen hier einige Angaben von Ragnar Berg iiber den 
Calcium- und Phosphorsduregehalt der verschiedenen Brotarten an- 
vefiihrt werden. 

Tabelle 1X. 


Ca- und Phosphorsiéiuregehalt 
der verschiedenen Brotsorten nach Raqnar Berg’. 





Milligramm-Aquivalente Verhaltnis von 
Brotsorte Py Os 
Cal P.O Cat 
Wasserbritchen, ohne Salz . . 1,96 10,28 5.24 
SS ee eee ee 2.91 9.86 3.40 
Grahambrot, Schrotbrot. . . . 3,02 14,10 4.66 
Simensbrot ... . eae 2.22 15,73 7.10 
Kommibbrot. . ..... : 1,07 16,03 15.0 
Graubrot, Berliner Schwarzbrot 0,54 11,63 24.54 


Es gibt somit zwei Merkmale, welche die Zusammensetzung der 
Brotasche auszeichnen: a) die Brotasche ist ,.sauer‘*, ergibt also mehr 
Saure- als Basenaquivalente ; b) das Verhaltnis von Calcium zur Phosphor- 
saure ist sehr stark zugunsten der letzteren verschoben. Im Brot 
ist die Phosphorsaure nicht wie im Knochen an das Calcium, sondern 
hauptsachlich an die Alkalien gebunden. 

Nach neueren Feststellungen von Mellanby?, von McCollum und seinen 
Mitarbeitern, von Shermann und Pappenheimer u.a. verlangt die normale 
Knochenentwicklung neben der Anwesenheit des antirachitischen Vitamins 
ein gunstiges Verhaltnis zwischen Caleium und Phosphor. Starker Uber- 
schuB von Ca oder starkes Uberwiegen von Phosphat bringen Stérunzen 
des Knochenwachstums mit sich. 

Dieses ungiinstige Verhaltnis zwischen Ca und P in der Brotasche 
ist zum groBen Teil fiir die schweren Gangstérungern verantwortlich, 
welche sich im Laufe der Brotfiitterung ausbilden. Wie erwahnt, ver- 
mégen die Tiere nach mehrmonatlicher ausschlieBlicher Broternahrung 
sich nicht mehr normal zu bewegen, die Hinterbeinchen werden nach- 
geschleppt und beriihren flach und breit den Boden. Der Gang nimmt 
eine ganz eigentiimliche Form an und schlieBt jedes Schnellaufen aus 
An der Knochen-Knorpelgrenze des Thorax findet man hiufig einen 
charakteristischen Rosenkranz (vgl. Abb. 2). Man kénnte meinen, schwer 
rachitische Tiere vor sich zu haben. Wie mikroskopische Unter- 
suchungen ergeben haben, handelt es sich dabei nicht um eine typische 
Rachitis, sondern um eine Knochenstérung anderer Natur*. Dal 


1 Ragnar Berg, Die Nahrungs- und Genubmittel, S. 26 bis 29, 5. Auf! 
Dresden, Verlag von Emil Pahl, 1929. 


2 


2 Val. Green und Mellanby, Biochem. Journ. 22, 102, 1928. 
3 Herm Prof. Dr. C. Wegelin, Direktor des pathologischen Instituts, 
méchte ich auch an dieser Stelle fiir seine Untersuchungen bestens danken. 
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gerade durch Kleienzusatz und somit durch eine noch ungiinstige: 
Verschiebung des Verhaltnisses Ca zu P diese Gangstérungen hervor 
gerufen werden kénnen, dafiir sprechen folgende Versuche. Es wurc 
das gewohnliche WeiBbrot mit kauflicher roher Weizenkleie vermengt 


Auftreibungen an der Knochen-Knorpelgrenze nach Fiitterung mit gemischtem Weizenbrot 


das Gemisch wurde jungen Ratten mit einem durchschnittlichen 
Anfangsgewicht von 40 g verfiittert. Nach etwa 6 Wochen traten dis 
charakteristischen Gangstérungen auf, das Wachstum war _ schlecht 
und mehrere Tiere gingen nach etwa 2 Monaten ein. Die genaueren 
Angaben sind in der Tabelle X (Versuch B 12) enthalten. 


Tabelle X. 
Versuch B 12. Ernahrung mit WeiBbrot und Weizenkleie. Auf 80g¢ Weili- 
brot kamen 20 g Weizenkleie. Das Weifibrot wurde in Wasser aufgeweicht 
und mit der angefeuchteten Kleie innig vermischt. 





1929 Nr.357 358 359 360 361 362 
£ g g g 


39 44 4] 36 2 

42 50 : 44 42 2 47 

47 : 52 50 41 ) 47 

47 I 53 ‘ 48 40 i 47 

48 \ D4 5 55 42 : 45 

55 58 56 61 47 : 48 

61 59 59 64 51 5! 54 

69 66 65 50 74 57 5S 57 

64 61 68 53 79 56 be 63 60 

30. VII. 22. VU. 22. VII. 31. VII. 24. VII. 26. VII. 2. VIII. 20. VI 2. VIII. tot 

tot tot tot tot tot tot tot tot 


31. Juli Sektionsbefund. Das Tier Nr. 360 hat einen rachitischen 
Rosenkranz und eine verkriimmte Wirbelsaule. Der Thorax ist stellen- 
weise stark eingezogen. Die noch lebenden Tiere Nr. 362 und 363 haben 
Gangstérungen und sind schwach. 
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Benutzt man bei dieser Versuchsanordnung etwas Altere Tiere 
nit einem Ausgangsgewicht von 60 bis 65g, so sind ebenso wie bei 
ler Rachitis die Knochenstérungen nicht so ausgesprochen. Ein gutes, 
normales Wachstum wird aber trotz Kleienzusatz und trotz damit 
verkniipfter héherer Vitaminzufuhr nicht erreicht. Wahrend der 
4 Versuchstage, wo die Tiere mit Brot und mit Kleie gefiittert wurden, 
nahm deren durchschnittliches Kérpergewicht bloB um 90°, zu, wahrend 
bei normaler Ernahrung innerhalb von 56 Tagen eine Zunahme des 
Korpergewichts von 244°,, eintrat. 


Tahelle XI. 
Versuch B11. Ernahrung mit WeiBbrot und Weizenkleie. Auf 80 g Weib- 


brot kamen 20 g Weizenkleie. Das Weilibrot wurde in Wasser aufgeweicht 


und mit der angefeuchteten Kleie innig vermischt. 





Durch- 


1929 Nr.311, ct 312, 9 | 313, Q 3B14, Q B15, co B16, Q_schnittliehes 


Koérpergewicht 


g g g g g g g 


a:  & 66 60 67 61 67 58 63 
=. -. 71 63 72 63 74 61 67 
82 75 80 67 88 68 76 
a OE 83 81 &4 72 98 67 , 80 
15. IL. 81 80 87 70 98 65 8) 
22. Il. 92 90 109 76 103 65 87 
L. Zee 102 97 112 89 112 65 96 
8. LIT. 107 100 115 91 116 66 99 
15. IL. 110 100 121 94 119 66 101 
oa. 112 104 128 103 128 67 107 
30. III. 110 103 132 95 131 64 106 
5. IV. 108 tot _— 95 136 67 105 
i. 37. 107 142 105 134 85 114 
19. IV. ° 143 110 140 87 120 
Zo. TV. * 146 113 140 87 120 


* Das Tier hat am 12. IV. 1929 eine schwere Xerophthalmie und wird mit Lebertran 
behandelt. Beim Tier Nr. 315 tritt die Xerophthalmie am 22. 1V., bei Nr. 316 am 30. und bei 
Nr.311 am 9. V. auf. Von fiinf Versuchstieren erhielten vier Tiere Xerophthalmien. Die Tiere 
haben wihrend 99 Versuchstagen ihr durchschnittliches Kérpergewicht um 90°), erhéht. 


Die Versuche beweisen, daB die Kleie, selbst wenn sie in rohem 
Zustande beigemengt wird, keinesfalls imstande ist, das Brot richtig 


zu erginzen. Auf diesem Wege ist eine Lésung des Brotproblems nicht 
méglich. Ja, bei kleinen Kindern kann das stark kleienhaltige Brot 
durch das Mibverhaltnis von Ca zu P direkt ungiinstig wirken, falls 
nicht gerade die tibrigen Ernahrungsfaktoren optimal sind. Auch bei 
Schwerarbeitern, die gewéhnlich gréBere Brotmengen aufnehmen, 
kénnen sich unter Umstanden die Nachteile der Broternahrung be- 
merkbar machen. 








I. Abelin: 


ec) Weizen- und Roggenbrot. 

Der zweite wichtige Punkt des Brotproblems betrifft die Frage 
welche von den beiden Getreidearten, Roggen oder Weizen, vorzuziehe: 
wire. Diese Frage wurde letzthin im wissenschaftlichen AusschuB des 
.Reichsvereins Volksernihrung*: ausfiihrlich besprochen, und es mag 
hier auf diese interessante und vielseitige Diskussion hingewiesen werden ! 
Das ganz verschiedene Aussehen, der verschiedene Geschmack und 
Geruch, der verschiedene Porengehalt des Weizen- und Roggenbrotes, 
die Verwendung der Hefegiirung beim Weifbrot und der Sauerteig- 
girung beim. Roggenbrot und manches andere kénnte zu der Annahme 
eines weitgehenden Wesensunterschiedes beider Brotarten fiihren. Dic 
quantitative chemische Analyse vermag aber keine groBben Differenzen 
aufzufinden, und man ist tiber die recht geringen Unterschiede im Eiweil- 
Fett-, Kohlehydrat-, Salzgehalt etwas erstaunt. 

Nach R.O. Neumann? ergibt die Analyse des Weizen- und Roggen- 
brotes folgende Zahlen: 





Mittelfeines Mittelfeines Mittelfeines Mittelfeines 
Weizenbrot Roggenbrot Weizenbrot Roggenbrot 


9 95 0}, 0/6 


Wee. sss 44,2 44,0 Kohlehydrat . 49 
EiweiB .... 6,8 6,1 Rohfaser . . . 0,5 0,9 
BONE iG: s-< 3: 4 0,5 0,6 Be. se 1 1,4 
Der Rohfasergehalt ist beim Roggenbrot etwa doppelt so hoch, 
als beim Weizenbrot, doch auch hier noch innerhalb zulassiger Grenzen. 
Wenn wir nun finden, daB selbst bei fast gleichem Gehalt an Eiweil}, 
Fett, Kohlehydrat das Roggen- und das Weizenbrot sich doch von- 
einander unterscheiden, so liegt das mehr in der qualitativen Be- 
schaffenheit der Einzelbestandteile, deren nahere Erforschung bis jetzt 
nur teilweise zugiinglich ist. Man weib, daB diejenige EiweiBsubstanz, 
welche die Backfaihigkeit des Getreides verursacht, im Weizen und im 
Roggen nicht ganz die gleiche ist. Das KlebereiweiB des Weizens halt 
die Garungsgase bei der Teigbereitung besser zuriick, als es beim Roggen 
der Fall ist. Deshalb ist Weizenbrot volumindéser (luftiger) als das 
Roggenbrot. Aus dem nimlichen Grunde werden dem Roggenmeh| cft 
etwa 10 °,, oder mehr Weizenmehl zugesetzt, um es backfahiger zu machen. 
Welche von diesen beiden Brotarten verdient den Vorzug? Die 
Frage wird bekanntlich sehr verschieden beantwortet. Ebenso wie 
beim Kleienproblem hat man auch hier den Ausnutzungsversuch heran- 
gezogen. Man suchte festzustellen, wieviel vom aufgenommenen Roggen- 
oder Weizenbrot tatsaichlich verwertet wird. Miihevolle Versuche 
' Vgl. ,,Die Volksernihrung“, 4. Jahrg., Heft 13 und 14, 1929. 


2 R.O. Neumann, Das Brot, 8S. 59, Sammlung ,,Volksernaéhrung* 
Heft 1. Berlin, J. Springer, 1922. 
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dieser Art wurden von Rubner, Plagye-Lebbin, Prausnitz, Lehmann, 
Pannwitz, v. Noorden, Hindhede, Neumann u. a. ausgefiihrt. Sie haben 
iibereinstimmend ergeben, daB das Roggenbrot nicht so vollstandig 
ausgenutzt wird, wie das Weizenbrot. Es ist hauptsachlich das Roggen- 
eiweiB, das in gréBerem MaBe zu Verlust geht. 

Durch feinere Ausmahlung gelingt es, die Ausnutzung des Roggen- 
brotes zu verbessern, doch mu’ immer noch mit einem héheren Verlust 
des RoggeneiweiBes gerechnet werden. 

In denjenigen Fallen, wo das Roggenbrot die Hauptform des Brot- 
genusses darstellt, mu’ dieser hohe Eiweifverlust voll beriicksichtigt 
werden. Wo aber das Roggenbrot mehr als Beibrot benutzt wird oder 
bei sonst ausreichender Ernahrung, kann der EiweiSverlust allein nicht 
maBgebend sein. 

Viele Autoren befiirworten das Roggenbrot seines héheren Mineral- 
salz- und Rohfasergehaltes wegen. Wie manche andere Behauptung 
in der Brotfrage, halt auch diese Angabe einer experimentellen Priifung 
nicht stand. M. P. Newmann und A. Miihlhaus! haben auf Grund einer 
sehr eingehenden Untersuchung festgestellt, daB 50 °,, des in Deutschland 
benutzten Roggen- und Weizenbrotes einen Ausmahlungsgrad von 
70 bis 75 %, aufweisen. 30° der Brote enthalten ein helleres und 20°, 
ein dunkleres Meh]. Die helleren Brotmehle gehen auf eine Ausmahlung 
von 30 bis 50°%, herunter, die dunkleren Mehle auf eine Ausmahlung 
von 80 bis 82 und 95%, herauf. 

Der Aschengehalt der verschiedenen Mehle ist: 





Aschengehalt 





Ungefihrer Ausmahlungsgrad des Roggenmehles des Weizenmehles 
%o Fp OF 
50 0,58 0,46—0,54 
65 0,76 0,55—0,67 
75 1,05 0,68—0,78 
82 1,30 1,20 
(Kommi$mehl) 

95 1,80 2,00 

(Feinschrot, Schwarzbrotmehl) (Nachmehl) 


Der Unterschied im Mineralstoffgehalt differiert nicht sehr stark. 
Die hochste Differenz bei den am meisten gebrauchten Roggen- und 
Weizenbrotsorten mit 75 °,, Ausmahlung betragt 0,27 bis 0,37 °.,, oder auf 
die tagliche Brotaufnahme umgerechnet, héchstens 1 g Mineralbestand- 
teile, durchschnittlich aber noch weniger, da bei den feineren und 
gréberen Mehlen der Unterschied im Aschengehalt kein so groBer ist. 


1M. P. Neumann und A. Miihlhaus, Zeitschr. f. d. ges. Getreidewesen 
1929, S. 21, Jahrg. 16. 
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Das Roggenbrot soll mehr B-Vitamin als das Weizenbrot enthalten 
und dementsprechend biologisch hochwertiger sein. Auch hier sol] 
vor einer Verallgemeinerung der Befunde gewarnt werden, die Frag: 
muB von Fall zu Fall entschieden werden. Eine Priifung des Berner 
Roggen- und Weizenbrotes ]a4Bt z. B. keine praktisch wichtigen Diffe- 
renzen im Vitamingehalt aufdecken. Beide Brotarten sind vitaminarm. 
Meine Ratten, welche ausschlieBlich mit Roggenbrot ernahrt wurden. 
litten unter denselben Krankheitserscheinungen wie die Weibbrot- 
tiere und gingen samtlich unter den gleichen Erscheinungen zugrunde. 
Der Verlauf eines Roggenbrotversuchs ist in der nachfolgenden Tabelle 
zusammengefaBt. 


Tabelle XII. Versuch B5. Ernaéhrungsart: Roggenbrot (K) und Wasse: 
(ohne weitere Zusatze.) 





112 113 114 
4 


£ £ 


Nr.108 109 110 
1928 9 Q 
£ 4 £ 


n +0 
= 


32 37 48 42 
34 43 52 51 
38 45 56 47 
41 51 63 47 59 
41 52 70 45 61 


30. III. 56 55 53 
5. IV. 64 63 64,5 
13. IV. 63 65 66 
18. IV. 60 64 70 
27. IV. 60 67 78 


“I s1 ~1 ~1 & 
OD Ororam bo 


Am 28. April werden die Tiere in zwei Gruppen geteilt: Nr. 108, 115, 


114, 116, 117 erhalten ein anderes Roggenbrot (D), Nr. 109, 110, 111, 112, 
115 erhalten auch fernerhin das friihere Roggenbrot (NB 5a). 


Tabelle XIIa. Versuch B 5a. Ernahrungsart: Roggenbrot (K) und Wasser 
(ohne weitere Zusatze). 





i} ‘ Durch- 
1928 || Nr.109,@ | 110,@ | 111,92 | 112, | 115,o° | yhniticnes 
ra k 


73 82 
76 87 
79 89 
84 92 
86 100 
101 112 
104 
103 104 
. VE | 110 107 
3. VIL. 111 102 | 
. VIL 111 97 | 
20. VII. VII. 111 + 24. VII. | 
2. VIII. 112 lathe 


10. VIII. 111 127 
7 8. VII. | 711. VII. 
Anmerkung: Tier Nr. 109 stirbt am 15. Juli unter schweren avitami- 
nésen Erscheinungen. Das Tier Nr. 112 ist am 11. August gestorben. Es 
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konnte sich in den letzten Tagen vor Schwiche kaum mehr bewegen. Beim 
Anfassen des Schwanzes brachen beim Tiere deutliche Kriampfe aus. Tier 
Nr. 115 ist bereits am 24. Juli gestorben. 


Tabelle XIIb. 
Versuch B5db. Ernaéhrungsart: Roggenbrot (D). 





Durehschnitt- 


Nr. 108, 9} 113, 9 | 114, 9 116, 2 117, o liches 


1928 Kirpergewicht 
g g £ g g £ 
as Pee 64 48 63 45 68 56 
ee, ae 72 52 70 49 69 
ee FP 75 55 75 48 76 
, a oa 77 60 73 52 79 
ae 84 68 73 59 88 
_ ee i 81 69,5 69 58 90 
mee . 87 75 68 61 92 
22. VI 85 74 68 55 94 
. ie | aoe 91 80 71 58 101 
SS : eS 90 77 72 57 103 
om 9m. . 90 75 75 59 106 
_ S ee 96 73 77 63 108 83.4 
+; a 100 77 111 
= 100 77 110 
a. 99 73 113 | 
.. 104 118 
ys | 103 120 
a 104 122 
Tier Nr. 113 stirbt am 26. Juli, Tier Nr. 116 am 26. Juli, Tier Nr. 114 
am 11l.August. Samtliche Tiere zeigen schwere avitaminése Ver- 


anderungen. Bei Nr. 108 und 117 sind Xerophthalmien aufgetreten. 


d) Versuche mit Brot und vitaminhaltiger Nahrung. 


Gegen die benutzte Versuchsanordnung kénnen Einwande er- 
hoben werden. Man kénnte sagen, daB infolge der einseitigen Ernahrung 
und der ungeniigenden Vitaminzufuhr die Unterschiede im Nahrwert 
der einzelnen Brotarten nicht zum Vorschein kommen konnten. Es 
muBte daher noch gepriift werden, ob sich vielleicht faBbare biologische 
Unterschiede zwischen Weizen- und Roggenbrot feststellen lassen, 
wenn man den Vitaminmangel ausgleicht und neben Roggen- oder 
Weizenbrot vitaminhaltige Nahrung gibt. Als Vitaminquelle dienten 
rohe Karotten oder rohe Milch. Bei einer solchen Nahrung erkranken 
die Tiere nicht und entwickeln sich, wenigstens auBerlich, normal, 
nur die Fruchtbarkeit ist etwas unterdriickt. Aber eine besondere 
Minderwertigkeit des Roggenbrotes trat auch bei dieser Versuchs- 
anordnung nicht hervor. Der Versuch wurde an zwei Familien junger 
Ratten ausgefiihrt. Die Tiere wurden so unterteilt, daB sowohl bei 
der Schwarzbrotserie wie bei der Weifbrotreihe beide Stamme vertreten 


i2* 
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waren. 


1. Abelin: 


Auf diese Weise konnten die individuellen Unterschiede bis 


zu einem gewissen Grade ausgeschaltet werden. Die Entwicklung des 


Wachstums ist in den nachfolgenden Tabellen XIII bis XVII zu- 


sammengefaBt. 


Tabelle XIII. 


Versuch Bl. 





Ernahrungsart: Weibbrot und 2ccm roher Milch pro Tag. 


oe re 
Lt Saat 
Sere 
| re 
9. TI. . 


Nr. 40, o 


g 


68 
73 
85 
87,5 
91 
96 


41, o 
a 


71 
74 


99,5 
103 


42, o 


ne 


57 
58 
72 
73,5 
86 
81 


43, o 


£ 


68 

77,5 

96 
103 
101 
114 


62 
69 
82 
90 
90 
97 


Ernahrungsart: Vom 9. Marz an erhalten die Tiere Roggenbrot (D) 


5 aa 
<a 
re 
Matin « s 
ee ee ss 
|) an 
fk) Sa 
gh See 


100,5 
112 
119 
127 
134 
139 
145 
141 


und 2 ccm frischer Milch. 


113 
128 
132 
138 
146 
149 
138 
123 


| 
| 
| 


85 

95 
105 
112 
123 
121 
121 
139 


122 
141 
128 
148 
156 
162 
166 
166 


100 
117 
123 
124 
132 
132 
132 
134 


Ernahrungsart: Vom 7. Mai an erhalten die Tiere das urspringliche WeiSbrot 


— 
eo) 
<a 


: ot 
“~<<<- 
SS et eS ee 


144 
146 
140 
144 
129 
127 
127 
115 


und 2cem Milch pro Tag. 


138 
138 
131 
130 
136 
131 
127 
119 


132 
145 
127 
132 
134 
137 
132 
125 


174 
182 
178 
180 
184 
169 
187 
187 


138 
138 
131 
137 
134 
126 
131 
131 


Ernahrungsart: Vom 28. Juni ab erhalten die Tiere Roggenbrot und 
2eem Milch taglich. 


. Sek A 
18. VE: . 

\ ee! ae 
Wis eB 
2 Va 


Anmerkung: Am 2. August wird der Versuch abgebrochen. 
erscheinen nach auBen durchaus normal. 


138 
153 
154 
167 
165 


138 
148 
153 
153 
155 


133 
144 
143 
149 
149 


208 
213 
218 
220 
215 


144 
155 
150 
155 
155 


Die Tiere 


dier 


gen 


wore 
erwrinse 


ne 
2S 


Seasons 


noe 








bis 
les 


rot 
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Tabelle XIV. Versuch B2. 
Ein Wurf junger Ratten wird in zwei Teile geteilt, drei derselben 
dienen zum vorliegenden Versuch, die drei anderen Tiere zum Versuch mit 


gemischtem Weizenmeh! (Sauerteig) und 2cem Milch pro Tag (B 3). 





1928 


Nr. 45, o 


£ 


46, o 


£ 


47, co 


g 


Ernabrungsart: Roggenbrot (D) und 2ccm roher Milch pro Tag. 


8. I. 68 71 75 

10. EE... 83 85,5 91 
i: me 100 97 101 
27. I. . 110.5 108,5 109 
2.111. . 112 113 122 

Se Shae 8 aise 118 119 135 

Ernahrungsart: Vom 9. Marz an erhalten die Tiere Weibbrot 

und 2ccm frischer Milch pro Tag. : 

| re 117 118 135 
23. IIL. 122 125 146 
30.11. . 145 142 156 
5. 1V. 152 156 172 

13. IV. 165 172 180 
18. IV. 167 178 185 
27. IV. 171 182 198 
oe. % 178 184 200 

: ee 189 197,5 213 
i ¥. 191 199 218 
25. V. . 185 196 217 
1. VI. 200 212 226 

m Vee; 196 214 223 

15. VI. 200 212 212 
22. VI 207 223 200 


Tabelle XV. 


Versuch B 3. 


(Drei Tiere des gleichen Wurfes wurden fiir den Versuch B 2 benutzt.) 











- 49, g 


50, ot 


1928 Nr. 48, 2 
gz gz g 
Ernahrungsart: Gemischtes Weizenbrot (Sauerteig) 
und 2cem frischer Milch pro Tag. 

SS 65 68 70 
a 68 73 75,5 
ce aa 84 82 84 
i ae 87 95 96,5 
ee 86 90 100 
2. ae 98 98 111 


Ernahrungsart: Vom 9. Marz an erhalten die Tiere Roggenbrot (D) 


und 2cem frischer Milch pro Tag. 


>: 99 105 117 
|) 115 125 137 
>. a 122 122 148 
man 132 145 170 
OS aa 132 147 160 
ae 142 156 172 
at, 144 162 179 
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Tabelle XV (Fortsetzung). 





1928 


Nr. 48, Q 


S 


49, 


£ 


2 


50, o 


Ernahrungsart: Vom 7. Mai an erhalten die Tiere WeiSbrot 


i es 
a Sa 
25. _ 
a 
: a VE. 
i 
a Ws 
oh: E-.. 
6. VII. . 
18. VIL. 
| 
i ia 
ova... 


146 
138 
151 
155 
155 
145 
135 
145 
155 
163 
168 
172 
167 


158 
151 
164 
170 
171 
160 
150 
153 
166 
176 
183 
188 
187 


Am 2. August wird der Versuch abgeschlossen. 
g 


Tabelle XVI. 


Versuch B6. Ernaéhrungsart: WeiS8brot und taglich eine kleine Scheibe 
Karotten. (Ein Teil dieses Wurfes wurde auch fiir den Versuch B 7 benutzt.) 


und 2cem frischer Milch pro Tag. 


185 
181 
190 
197 








Mareen wer OTe TES 





1928 | Nr. 118, of 119, o" 120, o 121, 2 

£ £ a £ 

a. oe 110 100 99 84 
Ot eae 119 108 101 84 
a %; . 129 120 108 | 92 
i ee. 136 131 os. ae 
ES 142 130 127 108 

15. VI1.. 147 142 141 117 
[aes 142 140 141 116 

a ae. 144 148 146 122 
6. VIL. . 150 153 152 127 
oe... 161 163 163 140 
we... 168 167 175 160 


Anmerkung: Am 20. Juli wirft das Tier Nr. 121 vier Junge. 
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Tabelle XVII. Versuch B 7. 


kleine Scheibe Karotten taglich. 


Ernahrungsart: Roggenbrot (D) und eine 
(Ein Teil dieses Wurfes wurde fiir den 


Versuch B 6 benutzt.) 
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1928 

g g 
eo 87 96 
1 \ 80 87 
MS, Se 79 95 
Se Saree 77 79 
BF : 91 110 
ame 95 113 
1S. “Vi 96 122 
22. VI 102 126 
, = | 108 132 
ve. 112 136 
i! 119 148 
, i | 131 164 
Vee 139 168 
a VEE. 136 156 
Ce ae 142 166 
[Su Se 152 175 
_— a: . 154 173 
7a... 168 184 
Ja: 173 185 
4. ix... 165 182 
ae ae 174 188 


Anmerkung: Tier Nr. 126 wirft am 30. August vier Junge. 


10, 86 Tage 














Nr. 122,¢° 123, o 124, o 


£ 


93 
86 
94 
98 
105 
109 
117 
119 
128 
134 
140 
147 
164 
153 
165 
175 
175 
181 
186 
184 
198 


nzTage silage 
puaPoum, 














£ 


75 
69 
70 
72 
77 
99 
SS 
93 
93 
98 
102 
110 
139 
112 
118 
126 
131 
166 
148 
155 
181 


10s Tage 


125, 9 


—— 
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Abb. 3. 
Durchsehnittliches Wachstum von Ratten bei Fiitterung mit verschiedenen Brotsorten. 
a = durchschnittliches Anfangsgewicht. 


ararth 


fF SSSI 


of 
S 
cae 


Arark 


126, 


£ 


82 
78 
79 
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149 
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Eine kurze Ubersicht der erzielten Ergebnisse mit den verschiedenen 
Brotsorten vermittelt die nachfolgende Zusammenstellung (Abb.3). Man 
erkennt das rapide Wachstum bei normaler Ernahrung und das geringe 
und sehr trage Wachstum bei Brotfiitterung, wobei das Weifbrot, das 
gemischte Weizenbrot (75 °%,) und das Roggenbrot ziemlich das gleiche 
Resultat ergeben. 


e) Die Nachteile des Brotes und deren Beseitigung. 


Die allgemeinen Vor- und Nachteile des Brotes werden sowohl 
beim Weizen- wie beim Roggenbrot angetroffen. Die wichtigsten 
Mangel des Brotes bestehen im folgenden. 


1. Die beiden BroteiweiBkérper, das Gliadin und das Glutenin, 
gehéren zu den biologisch unvollstandigen EiweiBstoffen. Dieselben 
enthalten nur geringe Mengen von den physiologisch wichtigen Diamino- 
siuren Histidin, Arginin, Lysin. Es ist nicht méglich, ein Tier mit 
Gliadin und Glutenin als alleinige EiweiBquelle zum normalen Wachsen 
zu bringen (Osborne und Mendel). 


2. Der zweite Nachteil des Brotes betrifft die ungiinstige Zu- 
sammensetzung der Mineralbestandteile, den ungeniigenden Gehalt an 
Calcium, das starke Uberwiegen des Kaliums, das groBe MiSverhiltnis 
zwischen Calcium und Phosphorsaure (vgl. oben). 


3. Der Vitamingehalt des Brotes ist sehr gering und fiir die Unter- 
haltung des Lebens ungeniigend. 


4. Die Ausnutzung der Brotfrucht als solche ist keine sehr gute. 
Erst bei Abtrennung gewisser Brotbestandteile wird die Ausnutzung 
des Getreidekorns erhoéht. 


Wie kann hier Abhilfe geschaffen werden? Ein weitgehender 
Verzicht auf das Brot, wie er von mancher Seite vorgeschlagen wird, 
stellt keine Lésung des Problems dar. Wir brauchen taglich etwa 400 
bis 500 g Kohlehydrat, und wir kennen zurzeit keine bessere Quelle 
dafiir, als das Brot und die Kartoffel. Eine dauernde Massenernahrung 
mit Obst und Friichten ist in unserem Klima nicht durchfiihrbar. 
Deshalb wird das Brot trotz mancher Nachteile seine Bedeutung als 
ein wichtiges und zum Teil auch sehr wertvolles Volksnahrungsmittel 
noch lange behalten. 


Man hat nun vielfach versucht, das Brot durch verschiedene Zu- 
sitze zu vervollstandigen. Zur Zeit Liebigs und auch spater bei der 
Vorherrschaft der EiweiBtheorie des Stoffwechsels suchte man das 
Brot an EiweiB anzureichern. Man gab dem Brotmeh] eiweiBreiche 
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Pflanzensamen, wie Erbsen, Bohnen, Linsen (neuerdings Sojabohnen), 
oder tierisches Eiwei8, wie Fischmehl, Fleischpulver, WeiBkase, Blut, 
Kier zu. Den Mineralgehalt suchte man durch Beigabe von Eisen oder 
Kalk zu verandern. Durch Zusatz von. allerlei Friichten wollte man 
den Geschmack sowie den Vitamingehalt des Brotes verbessern. All 
diese und viele andere Zusétze, wie z.B. Anreicherung an Hefe!, haben 
sich bis jetzt nicht bewahrt. Es ist natiirlich méglich, durch diese oder 
jene Beimischung den einen oder anderen Brotmangel etwas ab- 
zuschwachen, doch ist bis jetzt keines dieser verbesserten Brote zu 
einem Massenerzeugnis geworden. 


So paradox es zuerst klingen mag, es scheint doch, daB ein wichtiger 
Teil des Brotproblems sozusagen auBerhalb des Brotes selbst liegt und 
nicht mittels des Brotes gelést werden kann. Wollten wir alle Mingel 
des Brotes beseitigen und ein Idealbrot herstellen, d.h. dem- Brote 
wertvollere EiweiBkérper, eine bessere Salzmischung, eine reichere 
Vitaminquelle beigeben, dann hatten wir eben kein Brot mehr. Es 
ware ein kaum lebensfahiges Kunstprodukt. Die groBen Vorziige des 
Brotes, die Einfachheit und Billigkeit seiner Herstellung, der typische 
Brotgeschmack usw., gingen dabei zum groBen Teil verloren. Aussichts- 
reicher ist es, nicht im Brot, sondern neben dem Brot die richtigen 
Nahrungssubstanzen aufzunehmen. Vollkommene Nahrungsmittel gibt 
es nicht, jedes Nahrungsmittel ist in dieser oder jener Beziehung un- 
geniigend. Was aber dem einen Nabrstoff fehlt, dariiber verfiigt ein 
anderer, und deshalb kénnen sich die Nahrstoffe so wundervoll erginzen. 
Das Wesen der Ernahrungskunst und die Hauptaufgabe der Ernahrungs- 
lehre besteht in der gliicklichen Auswahl] derjenigen Nahrungsstoffe, 
welche sich am vorteilhaftesten erganzen. Durch welche Produkte das 
Brot am besten vervollstandigt wird, wissen wir bis jetzt nicht genau. 
Im allgemeinen sorgt man durch geniigende Heranziehung anderer 
Nahrungsmittel tierischer und pflanzlicher Herkunft, sowie durch 
Versorgung mit rohen Gemiisen und Friichten fiir eine Erganzung des 
Brotes. Ob aber dabei durchweg optimale Erfolge erzielt werden, ist 
natiirlich schwer zu sagen. Dazu sind unsere Kenntnisse iiber die 
Grundwirkung des Brotes zu ungeniigend. 


f) Der Brotwechsel. 


Es sollte auch bei der Getreidefrucht die Einseitigkeit der Er- 
nahrung vermieden werden. Warum soll der Bedarf des Menschen 
nach Nahrungsabwechslung, gerade beim wichtigsten Nahrungsmittel, 
beim Brot, versagen ? Durch Angewéhnung kann der Mensch die gleiche 


1 A. Scheunert und M. Schieblich, diese Zeitschr. 202, 380, 1928. 
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Brotart lange Zeit hindurch aufnehmen, viel langer als es bei einen 
anderen Nahrungsmittel der Fall ist. Die Tatsache wird oft als Bewei: 
fiir die besonderen Vorziige des Brotes angesehen. Aber die zu stark 
Gewohnung an das gleiche Brot kann auch ungiinstig wirken; ganz 
geringe Nachteile kénnen sich im Laufe der Jahre und Jahrzehnte zu 
wichtigen Schaden summieren. Deshalb sollte auch beim Brot die Ab- 
wechslung nicht fehlen. Ich habe auch diese Frage experimentel]| 
verfolgt und periodische Abwechslungen der Brotsorten eingeschaltet 
Tiere, welche mehrere Wochen Weifbrot erhielten, wurden auf Roggen- 
brotnahrung gesetzt und umgekehrt. Mehrfach traten bei diesen Brot- 
anderungen erhebliche Gewichtszunahmen und allgemeine Besse- 
rungen ein. 


Fiittert man Ratten einige Zeit mit einer bestimmten Brotart, so 
erreicht man bald einen Zustand, wo die Erhéhung des Kérpergewichts 
praktisch keine weiteren Fortschritte macht. Setzt man nun den Ratten eine 
andere Brotart vor, so erwacht die schlummernde Wachstumskraft manch- 
mal ganz plétzlich und ergibt zuerst deutlich positive Kérpergewichts- 
bilanzen. Nach 3 bis 4 Wochen erschépft sich die Wirkung, ein neuer 
Brotwechsel kann dann wieder als Stimulans dienen. In einem Falle kam 
der giinstige Effekt der Brotaénderung erst nach einer gewissen Latenzzeit 
zum Durchbruch. Nahere Angaben iiber die beobachteten Gewichts- 
veranderungen enthalten die nachfolgenden Tabellen. Es mag nochmals 
betont werden, da8 neben der Kérpergewichtserhéhung auch unverkennbare 


Tabelle XVIII. 


Versuchsreihe B 1. Jachstum beim Ubergang von der einen Brotsorte 
zur anderen. 





Kérpergewichtsverinderungen wihrend einer Woche. 








Datum SEN I ESS ates 3 
i Ratte Nr.40 41 42 43 44 


1928 £ £ g - ~ 


Ernahrungsart: WeiSbrot ad libitum und 2ccm Milch pro Tag und Tier. 


ee eee oe SS — 2 — 5 +3 — 15 —12 
a a Oe eae as 0 — 4 —5 — | + 5 
2D a ee We tay eos — 12 — 12 —7 0 0 


Ernahrungsart: Roggenbrot ad libitum und 2cem Milch pro Tag und Tier. 


Je. a Oe + 23 +19 + 8 + 21 + 13 
Oe 0 ew os + 15 + 10 + 11 + 5 + 11 
A ger wae 6 ee + 1 + 5 — | + 5 — 5 
BO ge Ee oe a + 13 0 + 6 + 2 + 6 
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Tabelle XIX. 


Versuchsreihe B 9. 





Kérpergewichtsveriinderungen wahrend einer Woche 
Datum Se peel he a &: my nee 
Ratte Nr. 173 175 176 Mittelwert 


1928 g g gz g 
Ernahrungsart: Weibbrot und Wasser. 

a ee ee be —1 +4 + 5 + 8 

oe eee Se ek +2 + 6 +6 +14 

at De es ea —3 —1 4 — 


Ernahrungsart: Stark ausgemahlenes Weizenbrot (,St.-Brot*). 
(Das Korn wird bei diesem Verfahren auf nassem Wege behandelt.) 


30. XJ. bis 7. XIL . . . +6 +1 +7 +14 
Ss | raw +9 +4 +9 +22 
a: 4. me Bee. +3 +5 0 +8 


Tabelle XX. 


Versuchsreihe B 10. 





t 
Kérpergewichtsverinderungen wihrend einer Woche 








Datum Ratte pti ant or B pores pam 
Nr. 245 = 247 248 249 250 51 
£ £ £ g g g Pe 


Ernahrungsart: Stark ausgemahlenes Weizenbrot (,St.-Brot“) (vgl. Tabelle 7). 


16. bis 23. XI.1928. .. +38 +-+1/+1 +5;)/+5)—4/45 
a, Be. os 5'/+9/+6 45 47° +9 +5 
30. XI. bis 7. XIL 1928. || + 3 —-2, —-2 —-5 —4 —38 +5 
7. bis 14. XII. 1928 . . |) — 8 01+ 41 0 -3 —10 7 
M5 812 GOUT KB 0, —8 5 — 1 1 
Ernahrungsart: WeiSbrot. 
21. bis 28. XII. 1928 . . 0; +1 2 1,;—8,+1);41 
28. XII. 1928 bis 4.1.19299  —5 —7 —4 —1 —7 —383 —5 
4. bis 11.1. 1929. +13 +18 +13 +13 +11 414, +14 
a 0 +383;/4+2 41 —-2 45:46 
ee | ae —7 —5':—5 —5 —7 —838 5 
25. L bis 1. Il. , +4 +6 +5 +4 +8 45 +65 
1. bis 7. TI. es —6 > —5 0 0|;—8/;-—4:'+1 


Ernahrungsart: Stark ausgemahlenes Weizenbrot (,,St.-Brot“). 


7. bis 14. I. 1929. . . || + 6 +6/+8:+5);+2|]—2/+5 
eae. eee or et +7 +4 +6 4+6;-—5 > +4 
21. Il. bis 1. Il. 1929. . +15 +11 +10 +8 +12 +413 +14 
1. bis 8. III. 1929 . +7 0'+6 +3)+8)+6;142 
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Besserungen des Allgemeinbefindens eintraten, und daB es oftmals zu eine: 
Hebung des Appetits kam. 


Es ist nicht mdglich, eine geniigende Erklarung fiir die auffallende 
Besserung beim Brotwechsel anzugeben, und es ist nicht leicht zu analysieren, 
inwiefern dabei die eventuelle Vitaminzufuhr, die Verdauung, die Resorption 
oder der nervése Mechanismus verandert werden. Wahrscheinlich werden 
alle diese und noch andere unbekannte Faktoren giinstig beeinfluBt. Die 
WeiB- oder Schwarzbrotanhanger rekrutieren sich nicht selten aus solchen 
Leuten, die zuerst lange Zeit hindurch das gleiche Brot aBen. Dann wurden 
sie, vielleicht eben infolge einer Ubersattigung, mit dem Brote unzufrieden, 
gingen auf Empfehlung oder aus eigenem Antrieb zum anderen Brot iiber 
und fiihlten sich dabei besser. Diese Besserung wird dann gewdéhnlich 
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Abb. 4. 
Anderungen, des Kirpergewichts beim Brotwechsel. 


* bedeutet .Brotwechsel™. 


dem einen oder anderen Brot zugeschrieben. Es ist aber ganz gut méglich, 
daB es weniger das kleiereiche oder kleiearme, das Weizen- oder Roggen- 
brot, als vielmehr der Brotwechsel war, der hier die Besserung herbeifiihrte. 
Ein solches instinktives Bediirfnis nach einer Brotanderung ist bei den 
viel Brot essenden Vélkern wohlbekannt. Der russische Bauer im Norden 
und Osten, der sich hauptsachlich von Roggenbrot ernahrt, schaitzt das 
Wei8brot sehr hoch und betrachtet es als einen Leckerbissen. Andererseits 
gibt es viele WeiBbrotesser, welche das Roggenbrot hochschatzen, es 
schmackhafter und besser finden. Der Nutzen des Brotwechsels kann als 
Teilerscheinung eines allgemeineren Ernahrungsprinzips betrachtet werden. 
Die Erfahrung zeigt, da8 eine recht radikal vorgenommene Didtanderung 
unter Umstanden wohltuend wirken kann. Die Erfolge der Rohkost beruhen 
vielleicht zu einem gewissen Teile auf der erzwungenen Umstellung des 
Organismus. Wenn man will, ist es eine Art Reiztherapie. Die zu lange 
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undauernde, einseitige Wechselwirkung zwischen dem gleichen Nahrungs- 
stoff und der Zelle kann manchmal unrationell und undékonomisch 
werden. Gegeniiber einem anderen Stoffchemismus kann aber die gleiche 
Zelle ihre volle Reaktionsfahigkeit behalten. Einen Vergleich, aber keine 
Erklarung liefert die alte Erfahrung der Landwirtschaft: ein Feld, welches 
die eine Pflanze nicht mehr ernaéhren kann, kann fiir eine andere Pflanze 
einen recht giinstigen Boden darstellen. Das Problem der Ernahrungs- 
therapie durch Kosténderung ist praktisch recht wichtig, und es sollen 
dariiber weitere experimentelle Erfahrungen gesammelt werden. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurde gepriift, ob zwischen den einzelnen Brotsorten bio- 
logische Unterschiede in bezug auf das Wachstum bestehen. Junge 
Ratten, welche mit Brot und Wasser ernahrt werden, zeigen unab- 
hangig davon, ob das Brot mehr oder weniger Kleie enthalt, ob 
es Roggen- oder Weizenbrot ist, ein anormales Wachstum und 
eine Reihe von Erkrankungen, wie Knochenveranderungen, Haut- 
infektionen, Haarausfall, Augenschadigungen (Xerophthalmien) und 
allgemeine Schwiche. 


Auch bei Ernahrung der Tiere mit Brot und frischer Milch oder 
mit Brot und frischen Karotten ergeben sich keine grundlegenden 
Unterschiede in der Wachstumswirkung des kleiereichen oder kleie- 
armen Brotes, des Weizen- oder Roggenbrotes. 


Eine besondere Minderwertigkeit des Roggenbrotes trat nicht in 
Erscheinung. 


2. Die haufig anzutreffende Angabe, wonach durch Kleiezusatz 
das Brot vervollstandigt wird, 1aBt sich experimentell nicht bestatigen. 
Mit WeiBbrot und roher Kleie ernahrte Ratten entwickeln sich eben- 
falls schlecht und erkranken leicht, ganz besonders, wenn es sich um 
junge Tiere handelt. 


3. Die ungiinstigen Wirkungen der reinen Broternahrung beruhen 
zum Teil auf dem ungeniigenden Vitamingehalt, zum Teil auf der 
spezifischen Zusammensetzung des Brotes, hauptsiachlich seiner Mineral- 
bestandteile und seiner Eiweiftriger. Das abnorm starke Uberwiegen 
der Phosphorsaure gegeniiber dem Ca verursacht bei jungen, mit Brot 
ernahrten Ratten ausgesprochene Gangstérungen und Anschwellungen 
an der Knorpel-Knochengrenze der Rippen, ohne daB es aber 
zum Bilde einer typischen Rachitis kommt. Je kleiereicher ein 
Brot *ist, desto ungiinstiger ist das Verhiltnis der Phosphorsaure 
zum Ca. 


4. Ein periodischer Brotwechsel (z. B. von Weifbrot auf starker 
ausgemahlenes Weizenbrot, von Weizenbrot auf Roggenbrot) wirkte 
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in vielen Fallen giinstig sowoh] auf das Wachstum wie auf das Allgemein- 
befinden der Tiere. Dem Brotwechse] darf auch in der menschlichen 
Ernahrung mehr Beachtung geschenkt werden. 


5. Die experimentellen Ergebnisse sprechen dafiir, daB die richtige 
Erganzung des Brotes durch andere Nahrungsstoffe ein sehr verwickeltes 
und noch vollkommen ungeléstes Problem darstellt. Die bloBbe Beigabe 
vitaminhaltiger Produkte geniigt nicht. Im Kindesalter oder bei 
Schwerarbeitern kénnen sich bei tibermaBigem Brotkonsum Brot- 
schaden bemerkbar machen, falls nicht gerade die tibrigen Ernahrungs- 
bedingungen optimal sind. 
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Uber das Verhalten lebender und erfrorener Gehdlze 
im ultravioletten Lichte. 


Von 
Max Haitinger, Ludwig Linsbauer und Anton Eibl. 


(Aus der héheren Bundeslehranstalt und Bundesversuchsstation fiir Wein-, 
Obst- und Gartenbau in Klosterneuburg.) 


(Eingegangen am 27. August 1929.) 


Bei einer Untersuchung der lebhaft violett fluoreszierenden 
sekundaren Rinde eines Fichtenzweiges, auf welche O. Gerngrofp, N. Ban 
und G. Sandor! erstmalig aufmerksam gemacht haben, beobachtete 
der eine von uns (Haitinger), daB erfrorene Fichtenzweige nicht fluores- 
zieren. Diese Beobachtung und die aufSergewéhnlich niedrigen Tem- 
peraturen des Winters 1928/29 veranlaBten uns, eine Reihe von Obst- 
und Zierbaumen zu untersuchen und dahin zu priifen, ob sich erfrorene 
Zweige von noch lebenden im ultravioletten Lichte unterscheiden lassen. 

Das hierzu nétige Material wurde teilweise dem Anstaltsgarten 
entnommen, teilweise wurde es durch die Baumschule Albern der 
Stadt Wien und den botanischen Garten der Wiener Universitat zur 
Verfiigung gestellt, wofiir wir den beziiglichen Direktionen auch an 
dieser Stelle bestens danken. 

Als Lichtquelle wurde eine Quecksilberdampflampe (Analysen- 
lampe der Hanauer Quarzlampengesellschaft) mit vorgeschaltetem 
Uviolglasfilter von 2,6mm Dicke verwendet, welches ultraviolettes 
Licht, hauptsachlich die Strahlen von der Wellenlinge 366 wu passieren 
laBt, dagegen das sichtbare Licht gréStenteils absorbiert. 


Die Untersuchung der erfrorenen Zweige erfolgte zunachst durch 
direkte Beobachtung frischer Schnittflachen, und zwar sowohl im Quer- 
als auch im Langsschnitt, immer im Vergleich mit lebenden Zweigen, 
die woméglich demselben Individuum entnommen wurden. Bei noch 


1 Zeitschr. f. angew. Chem. 39, 35, 1926. 
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lebenden Zweigen beobachtet man nicht selten besonders lebhaft: 
Fluoreszenzfarben in der Rinde. Unter der ,,Rinde* sei hier alles 
Gewebe verstanden, das auBerhalb des Holzkérpers liegt, mit Ausschlui; 
des Periderms bzw. der Borke, die als tote Gewebe fiir unsere Unter 
suchungen nicht in Betracht kommen. Nebenbei sei bemerkt, daf 
alle verkorkten Gewebe mehr oder weniger blaugrau bis violett fluores. 
zieren. Die Rindenpartie laBt sich in vielen Fallen leicht in eine 
innere und auBere Schicht zerlegen, und es zeigte sich, daB zumeist 
die innere Rindenpartie bei noch lebendem Material die Tragerin der 
fluoreszierenden Substanz ist. So fluoresziert z. B. die innere Rinden- 
partie eines Fichtenzweiges prachtvoll violett, jene der Esche leuchtend 
griin. Da der fluoreszierende Stoff éfters auch in Lésungsmittel iiber- 
geht, wurden —- vorlaufig nur in einzelnen Fallen — die unter der 
Lampe aufleuchtenden Gewebeteile mit destilliertem Wasser, Alkohol 
und Ather extrahiert und das Verhalten dieser Extrakte unter der 
Lampe untersucht. Von den sonst noch iiblichen Methoden! wurde 
nur noch die Adsorption an Cellulose (Filtrierpapier oder Verband- 
watte) untersucht, da sich auf diese Weise oft sehr geringe Mengen 
der fluoreszierenden Substanz nachweisen lassen. Manchmal zeigt 
auch das Holz selbst eine charakteristische Leuchtfarbe ; so fluoresziert 
das Holz von Berberis und Mahonia gelb. Bei der Robinie und Ailanthus 
erscheint nur das altere Kernholz gelb, wahrend jiingeres Holz blaugrau 
aufleuchtet; man nimmt den zitronengelben Kern zumeist erst bei 
Asten von mehr als 2cm Durchmesser wahr. Das Holz von Citrus 
fluoresziert vergiBmeinnichtblau, jenes von Aesculus blaugriin. Ein 
besonders farbenprachtiges Bild zeigt ein Schnitt durch einen Zweig 
von Rhus, dessen Rinde rot, dessen Holz tiefblau, wahrend das Mark 
zitronengelb fluoresziert. Die Fluoreszenz der Holzer ist auch noch 
nach Jahren zu erkennen, sofern diese im Dunklen aufbewahrt werden, 
wahrend sie unter dem influB des Sonnenlichts allmahlich ver- 
schwindet, eine Erscheinung, die bei vielen fluoreszierenden Substanzen 
beobachtet werden kann?. Im allgemeinen zeigt das Mark nur wenig 
auffallende Fluoreszenzfarben, zumeist erscheint das Holz unter der 
Lampe verwaschen blaugrau bis blau, oder zeigt keinen nenenswerten 
Unterschied gegeniiber dem Aussehen im gewohnlichen Lichte. 


Wir haben daher zur Feststellung der Frage, ob ein frostbeschadigter 
Zweig eines Holzgewachses seine Fluoreszenzfarbe verandert, unser 
Hauptaugenmerk auf die innere Rindenpartie gerichtet, nicht nur 


1 Vgl. hierfiir P. W. Danckwortt, Die Lumineszenzanalyse. Leipzig 1928; 
M. Haitinger, H. Jorg und V. Reich, Zeitschr. f. angew. Chem. 41, 815, 1928. 

2 Vgl. unter anderem auch M. Haitinger und V. Reich, Zeitschr. f. 
angew. Chem. 41, 982—-983, 1928. 
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deshalb, weil sie die auffalligsten Fluoreszenzerscheinungen zeigt, 
sondern auch deshalb, weil zu erwarten war, da sie als wasserreichste 
Partie unter dem EinfluB niedriger Temperaturen besonders stark in 
Mitleidenschaft gezogen wird, was iibrigens mit den Erfahrungen der 
Praxis tibereinstimmt. Dabei wurden natiirlich auch eventuelle Ver- 
inderungen an Holz und Mark beobachtet, doch sei von ihrer naihere 
Beschreibung hier vorlaufig abgesehen. 


Selbstverstandlich sind die Angaben tiber den Farbton rein subjektiv ; 
eine Bezeichnung der Farben nach den iiblichen Farbtafeln ist nicht 
méglich, da die Farben, mit denen diese hergestellt sind, unter der 
Quarzlampe selbst fluoreszieren; es ist daher oft sehr schwer, Misch- 
farben zu definieren. Doch kommt es in diesem Falle weniger auf die 
richtige Beschreibung des Farbtons als darauf an, ob ein Unterschied 
zwischen dem noch lebenden und den durch den Frost abgestorbenen 
Zweigen zu erkennen ist. Es wurden daher lebende und tote Zweige 
derselben Spezies stets gleichzeitig beobachtet und von demselben 
Beobachter beschrieben. 


Wir konnten tatsachlich in vielen Fallen einen auffallenden Unter- 
schied zwischen lebenden und erfrorenen Zweigen beobachten. Zumeist 
war die Fluoreszenz der inneren Rindenpartie vollkommen ausgeléscht ; 
letztere erschien braun, rotbraun bis schwarz. In der folgenden kleinen 
Tabelle, welche die Resultate unserer Beobachtungen auszygsweise 
wiedergeben soll, sind die Fluoreszenzfarben der inneren Rinde des 
lebenden und erfrorenen Zweiges gegeniibergestellt. 


Nur etwa 20°, der untersuchten Zweige zeigten im erfrorenen Zustande 
unter der Lampe keine Braunfarbung der inneren Rinde, wohl aber konnte 
eine Verainderung der Fluoreszenzfarbe konstatiert werden, die im all- 
gemeinen gegen rotbraun gerichtet war. Wir vermuten daher, da wis 
damals keine total erfrprenen Zweige vorlagen, und finden uns in dieser 
Annahme durch die Tatsache bestarkt, dab Zweige, die im Friithjahr den 
Eindruck erfrorener Zweige machten, im Laufe des Friihsommérs neue 
Triebe ansetzten. Die Untersuchung eines derartizen Zweiges von Buxus 
sempervirens zeigte knapp oberhalb der letzten Blattansaétze die normale 
griinlich-weiBe Fluoreszenz des lebenden Zweiges. Etwa 8 cm iiber dieser 
Stelle fluoreszierte die innere Rinde schmutziggelb, und weitere 12 cm 
dariiber war die Fluoreszenz ausgeléscht. Die innere Rinde erschien unter 
der Lampe braun. Zweige von Taxus baccata zeigten im ultravioletten 
Lichte vom letzten Austrieb gegen die Spitze hin das Bild des allmahlichen 
Absterbens. 


Manchmal verfarbt sich auch das Mark beim Erfrieren. So verfarbt 
sich dieses beispielsweise bei Taxus baccata und bei Abies Pinsapo von 
rosa (im lebenden Zustande) in braun. 

Es scheint also beim Erfrieren, wo man unter der Lampe eine Ver- 
farbung ins Braune wahrnehmen kann, der fluoreszierende Stoff zerstért 
zu werden. Ein Ausléschen der Fluoreszenz durch Veranderungen des 


Biochemische Zeitschrift Band 215. 13 








M. Haitinger, L. Linsbauer u. A. Eibl: 





Juglans regia 
Malus communis 
Mespilus germanica 
Prunus persica 
Prunus armeniaca 
Prunus avium 
Vitis vinifera 
(verschiedene Sorten) 


Buxus sempervirens 
Citrus trifoliata 
Forsythia sp. 
Fraxinus excelsior 
Ligustrum ovalifolium 
Jasminum humile 
Mahonia aquifolium 
Sambucus nigra 
Syringa vulgaris 


Cephalotaxus Fortunei 
Picea excelsa 
Picea pelita 
Picea pungens 

Pinus densiflora 
Pinus montana 
Taxus baccata 


Lebend 


A. Obst und Rebe. 


grau 
gelb 


rostbraun 
braunrot 
gelblichgriin 
rotviolett 
rotlichviolett 
violettbraun 
rotlich 
violett 


B. Laubbaume. 


grinlichweib 
gringelb 
blau 
leuchtend meergrin 
blaulichrosa 
braunlich 


ri itlich 
lichtblaulichgriin 


C. Koniferen. 


gelblichgriin 
violett 
intensiv blau 
blau 
blau 
blau 
grianlich 


Aggregatzustandes ist nach unseren Versuchen ausgeschlossen?. 


Erfroren 


schwarz 
braun 


schwarzlich 
schmutzigbraun 
schmutzigbraungelb 
braun 
braunrdétlich 
dunkelbraun 
dunkelbraunviolett 
braun 


braun 
dunkelbraun 
braun 
rostbraun 
braun 


dunkelbraun 
braun 


s 


grinbraun 
braun 
schwarzbraun 
braun 
schwarz 
dunkelbraun 
braun 


Dagegen 





zeigen verirocknete, aber nicht erfrorene Zweige in den Rindenpartien noch 
immer eine, wenn auch gegen lebend verschiedene Fluoreszenz. Besonders 
auffallend kann dies an der violett fluoreszierenden Fichtenrinde beob- 


achtet werden. Mit der fortschreitenden Vertrocknung verschwindet die 
Fluoreszenz von der Schnittflache aus gegen oben; aber selbst nach mehr- 
wochiger Trocknung in Zimmertemperatur ist die Fluoreszenz erst 
in einer Zone von 3 bis 4cm iiber der Schnittflache ausgeléscht ; oberhalb 
derselben sieht man nach Entfernung der 4uBeren Rinde noch immer eine 
schmutzigblaue Fluoreszenz, die an Lebhaftigkeit gewinnt, wenn man 
den Zweig mit der Schnittflache ins Wasser stellt, daB dieses kapillar in 
ihm aufsteigen kann. Wir haben daher auch bei Zimmertemperatur laingere 
Zeit (mindestens 14 Tage) getrocknete Zweige untersucht und immer 


1 Es gibt namlich Stoffe, die wohl in Lésung fluoreszieren, nicht aber 
im festen Zustande. Das typische Beispiel hierfiir ist das Fluoreszin. 
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hnliche Verhaltnisse wie bei der Fichte vorgefunden. Die Fluoreszenz- 
farben waren beispielsweise bei 





Lebend Vertrocknet Erfroren 
Cephalotaxus Fortunei gelblichgriin rétlichgelb grinbraun 
Citrus trifoliata gringelb lichtbraun dunkelbraun 
Jasminum humile graugelb graugelb lichtbraun 
Picea pungens blau blauviolett braun 
Taxus baccata griinlich violett braun 


Bei der Untersuchung der Eztrakte zeigte sich, daB die wiasserigen 
Extrakte der inneren Rinde im allgemeinen nicht, die alkoholischen besser 
zur Unterscheidung lebender und toter Zweige geeignet sind. So sind die 
Fluoreszenzfarben eines Auszugs von der Rinde (in Alkohol): 





Lebend Erfroren 
Robinia rosa lila 
Fraxinus lichtblau lichtblau 
Syringa blaugrau blaugrau 


Weitaus auffallendere Unterschiede bemerkt man bei der Adsorption 
derartiger Lésungen an Watte. Die Watteadsorption eines Alkoholextrakts 
ist bei: 





Lebend Erfroren 
ce spay | 
Robinia gelbstichig i] 
Fraxinus hellhimmelblau 6 
Syringa lichtviolett 6 


Das Zeichen @ bedeutet hier und in der Folge, daB die Fluoreszenz- 
farbe von jener angetrockneter Watte bzw. Filtrierpapieres nicht wesentlich 
verschieden ist. 

Legt man die mit Fliissigkeit getrinkte Watte auf Filtrierpapier, so 
wird die fluoreszierende Substanz von diesem kapillar aufgesaugt und 
man erkennt unter der Lampe im gewéhnlichen'Lichte nicht wahrnehmbare 
ringférmige Zonen!. Diese sind bei Verwendung von alkoholischen Lésungen 
beispielsweise : 





Innere Zone AuBere Zone 
Robinia lebend gelb, in Rosa tibergehend | schwach violett mit weiSem 
Saum 
- erfroren 6 violett mit weibem Saum 
Fraxinus lebend himmelblau schwach griner Saum 
e erfroren 6 grinlichweiber Saum 
Syringa lebend violett, allmahlich starker blau mit weibem Saum 
werdend 
" erfroren || 6, worauf ein violetter Ring grau mit weibem Saum 
folgt 


1 Diese kapillaranalytische Untersuchungsmethode hat sich in der 
Fluoreszenzanalyse sehr bewahrt. 


13* 
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Weiter oben aber wurde auch auf Verschiedenheiten in der Fluores 
zenz der inneren Rinde bei erfrorenen und vertrockneten Zweigen hin 
gewiesen. Dies mag den Anschein erwecken, als ob zwischen Erfrieren un: 
Vertrocknen ein wesentlicher Unterschied bestiinde. Wir haben uns dahe 
die Frage vorgelegt, ob durch Trocknung ahnliche Erscheinungen hervo: 
gerufen werden k6énnen, wie wir sie beim Erfrieren beobachtet haben 

Mehrstiindiges Erhitzen im Trockenschrank auf 100°C bewirkt nu: 
Vertrocknungserscheinungen, sie verlaufen genau so, wie wir sie bei wochen 
langem Eintrocknen von Fichtenzweigen bei Zimmertemperatur beobachtet 
haben. Auch hier bildet sich zunachst, von der Schnittflache ausgehend. 
eine mehr oder weniger fluoreszenzfreie Zone, an die sich eine Zone ver 
minderter und veranderter Fluoreszenz schlieBt. 

Dagegen wird die innere Rinde durch Trocknen der Zweige im Ex 
sikkator bei einzelnen Arten derart verandert, da®B sie in wenigen Tage 
ihre Fluoreszenz verlieren. So konnte dies bei Birn-, Apfel-, Mispel- und 
Essigbaum beobachtet werden. Andere Arten wieder zeigen in derselben 
Zeit nur jene Erscheinung, die wir beim Vertrocknen, aber nicht bei e1 
frorenen Zweigen wahrnehmen konnten, z. B. die Esche und Flieder. 

Versuche, die Gewebe auf andere Weise zu schddigen, indem wir die 
Zweige durch langere Zeit Ather, Chloroformdampfen oder schweflige: 
Saure aussetzten, veranderten die Fluoreszenz der inneren Rinde ebenso- 
wenig wie eine Durchtrankung des Zweiges mit Sublimat. Nur Chlor und 
Schwefelkohlenstoffdampfe haben die Fluoreszenz vernichtet, jedoch in 
ganz anderer Weise als beim Erfrieren; die Braunfarbung trat nicht ein. 

Es scheint uns daher, soweit die primaren Schadigungen in Betracht 
kommen, der Unterschied zwischen Vertrocknen und Erfrieren nur ein 
gradueller und kein prinzipieller zu sein. Der ,,kolossale** und plétzliche 
Verlust an Wasser, den H. Molisch'! beobachtet hat, verursacht wahrschein- 
lich weitgehendere Schadigungen als das allmahliche Abdunsten des Wassers 
beim Vertrocknen. 

SchlieBlich méchten wir besonders betonen, da®B die bisher durch- 
gefiihrten Versuche ein abschlieBendes Urteil noch nicht gestatten ; vielmelh: 
sollen sie fiir uns selbst die Grundlage fiir eine weitere Vertiefung in diese 
Frage auf experimenteller Basis bilden. Namentlich wird es notwendig 
sein, kiinstliche Gefrier- und Vertrocknungsversuche mit Zweigen durch- 
zufiibren, die sich im Stadium der Winterruhe befinden, und die makro- 
skopischen Beobachtungen durch mikroskopische zu erganzen und auch 
das Fluoreszenzmikroskop zur Klarung heranzuziehen. 


Zusammenfassung. 


Im gefilterten, ultravioletten Lichte zeigt die innere Rindenpartie 
bei lebenden Zweigen einzelner Holzpflanzen charakteristische Flu- 
oreszenzfarben, die bei erfrorenen Zweigen derselben Spezies nicht wahr- 
genommen werden kénnen. Diese Rindenpartie erscheint dann unter 
der Analysenlampe braun. Vertrocknete Zweige zeigen noch eine. 
wenn auch von lebenden Zweigen verschiedene Rindenfluoreszenz. 
Es scheint demnach das Erfrieren ein vollkommeneres Austrocknen 
der Gewebe zu bewirken als das Vertrocknen durch Wasserverdunstung. 


1 H. Molisch, Uber das Gefrieren und Erfrieren der Pflanzen. Stutt- 
gart 1883. 
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Die Transformation yon ionisiertem und biologischem Jod. II. 


Von 


G. Pfeiffer. 


(Aus dem Institut fiir Tierphysiologie der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Bonn-Poppelsdort.) 


(Eingegangen am 27. Auqust 1929.) 


A. Einleitung. 


Die Verwertbarkeit pflanzlicher Jodverbindungen fiir Mensch und 
Tier wird bis heute vielfach bestritten, von namhafter Seite wird sie 
fiir Zwecke der Kropfprophylaxe als nicht vorteilhaft (1) befunden 
und von anderer Seite als abwegig (2) bezeichnet, obwohl man keine 
oder nur sehr mangelhafte Beweise dafiir hat. 

Die Méglichkeit der auBerordentlichen Anreicherung einiger 
Kulturpflanzen mit Jod haben wir dazu benutzt, diese schwebenden 
Fragen einer experimentellen Priifung zu unterziehen. Uber die ersten 
Versuche wurde bereits in einer friiheren Mitteilung (3) berichtet und 
gezeigt, daB das in der Pflanze biologisch gebundene Jod vom Tier- 
kérper weitgehendst resorbiert wurde. Seine tiberaus schnelle und 
maximale Transformation in den Schilddriisen lieB ferner darauf 
schlieBen, daB die Pflanzenjodide direkt in organischer Bindung auf- 
genommen und transportiert werden, und da} der Tierkérper zur Bildung 
des Thyroxinmolekiils wahrscheinlich nur eine partielle Veredelung 
des gereichten biologischen Jods vorzunehmen braucht. Die Versuche 
deuteten weiter darauf hin, daB der Organismus bei geeignetem Angebot 
selbstindig sein physiologisches Jodbediirfnis zu regulieren imstande 
ist, indem er bei Uberdosierung einen groBen Teil unresorbiert lat 
und unmittelbar durch den Darm ausscheidet. 

Aus diesen Befunden ergab es sich von selbst, auch die Frage 
experimentell zu untersuchen, in welchem Mabe dem Jodkalium die 
Eigenschaft zuakommt, von Mensch und Tier zum Aufbau des Schild- 
driisenhormons herangezogen zu werden. Die Frage interessierte um 
so mehr, als die therapeutische und prophylaktische Verordnung des 
Jodkaliums zur Bekimpfung und Verhiitung der Schilddriisen- 
insuffizienz eine allgemein gebrauchliche und in bestimmten Landern 
sogar gesetzliche Mabregel ist. 
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Auf Grund der von uns in dieser Richtung bereits ausgefiihrten 
Versuche (3) war zu folgern, daB trotz vielfach gesteigerten Jodkali- 
angebots die Transformation in den Driisen wahrscheinlich nur eine 
sehr geringe ist, und daB pathologisch veranderte Driisen auf ionisiertes 
Jod kaum reagieren. 

Obwohl unsere Resultate bereits eindeutige Schliisse gestatten, 
kann mit Recht der Einwand erhoben werden, daB eine endgiiltige 
Beurteilung dieser Fragen so lange nicht beweisend ist, wie nicht der 
Funktionszustand und der Jodgehalt der Driisen vor der jeweiligen 
Jodbelastung gegeben ist. Diesen Erwagungen Rechnung tragend, 
haben wir unsere Versuche fortgesetzt, itiber die im folgenden berichtet 
wird. 

B. Experimenteller Teil. 

Der Versuchsplan war folgender: Zur Feststellung des Funktions- 
zustandes und des Jodgehaltes der Driisen werden zwei Hunde halb- 
seitig thyreoidektomiert; der Jodgehalt paariger Organe schwankt 
erwiesenermafen nur unbedeutend. Etwa 6 Wochen nach der Operation, 
nachdem der HeilungsprozeB vollstandig vollzogen und keine Be- 
eintrachtigung im Befinden des Tieres mehr zu konstatieren ist, wird 
der Jodstoffwechselversuch begonnen. Der eine Hund erhalt eine Woche 
lang tiglich eine Jodkaliumzufuhr, wahrend der andere ebensolange 
mit biologischem Jod belastet wird. Der Jodtransport wird nach 
Beendigung der Jodgaben noch weitere 10 bis 12 Tage verfolgt und als- 
dann die verbliebene Driise exstirpiert. 

Als Versuchstiere muBten wohl oder tibe] solche Hunde verwandt 
werden, die schon im Jodstoffwechsel gestanden, da die Beschaffung 
geeigneten Tiermaterials hier groBe Schwierigkeiten bereitet. 

Fiir den Jodkaliumversuch wird Hund Nr. 9 (Lux) und fiir die 
Belastung mit Pflanzenjod Hund ,,Nero‘ vorbereitet, deren Benennung 
aus dem friiheren Bericht (3) beibehalten wird. Das Futter ist vor 
und wahrend der Versuchsperiode eine gemischte Kost, bestehend aus 
Reis, Fleisch, Fett und Hundekuchen; ihr Jodgehalt ist sehr gering 
und kann vernachlassigt werden. 

Bei Hund Nero liegt der Jodgehalt der Driisen durch den ersten 
Versuch (3) bereits sehr hoch; eine starke Steigerung kann nicht mehr 
erwartet werden. Tritt in diesem Falle jedoch eine weitere Erhéhung 
des Joddepots in der Schilddriise ein, diirfte sie fiir die Klarung des 
Problems besonders wertvoll sein. 


1. Jodstoffwechsel bei Hund Nr. 9 (Lux). 
Der Hund ist ein 30 Pfund schwerer, 5 Jahre alter bastardierter 
Schiiferhund. Nach einer Ende Mai dieses Jahres innerhalb 7 Tagen 
erhaltenen Jodkaliumdosis in Héhe von 420000y Jod wurde dem Tier am 
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5. Juni eine Driise entfernt. Das Gewicht der exstirpierten Driise 
betrug 2,328 g, ihr Funktionszustand war normal und sie hatte einen 
Jodgehalt von 1080 y entsprechend 464 y in 1 g frischer Driise. 

Als Futter wurde taglich gereicht: 150g Fleisch, 50 g Reis, 20 g 
Fett und 100 g Hundekuchen, sowie 2 Teeléffel Tricalciumphosphat. 
In der Vorperiode vom 11. bis 14. Juli wurden im Harn 3y Jod, im 
Kot 1,5y pro die ausgeschieden. 

Der Versuch begann am 15. Juli morgens; dem Futter wurde an 
diesem, wie an den folgenden 6 Tagen, eine 3000 y Jod enthaltende Jod- 
kaliumlésung beigemischt; der Futterverzehr war quantitativ. 

Harn und Kot wurden taglich gesammelt ; der Harnsammelbehalter 
enthielt Pottasche im UberschuB. Nach jeweils 24 Stunden wurde der 
Versuchskafig mit einer feinen Brause ausgespiilt und das Spiilwasser 
dem Harn beigegeben. ; 

Die Joduntersuchungen fiihrten wir nach dem sauren AufschluB- 
verfahren von Pfeiffer (4) (5) (6) aus. Vermége der festen Be- 
schaffenheit des Kotes konnte derselbe verlustlos in die AufschluB- 
apparatur gegeben werden; die Verbrennung bereitete keine Schwierig- 
keit. Der Harn wurde geteilt und unter Zusatz von etwas Calciumsulfat 
zur Trocknis verdampft, die Trockensubstanz soweit méglich in das 
VerbrennungsgefaB beférdert und die Abdampfschale mit wenig Wasser 
nachgewaschen. Die Verbrennung geschah unter Zusatz von einigen 
Gramm Milchzucker (7). 

Der Stoffwechsel vollzog sich wie folgt: 


Tabelle I. Hund Nr. 9 (Lux); Fiitterung 150g Fleisch, 50g Reis, 20g 
Fett, 100 g Hundekuchen und 3000 y Jod als Jodkalium. 





Jodauss i y a 
Jodzufuhr laws cheidung Jod retiniert 


Tag pro die a a. Kot pro die 
Y Y Y 7 

Z. 3000 162 2 2836 
- 3000 981 4 2015 
3. 3000 1176 18 1806 
4. 3000 1995 11 994 
5. 3000 3436 14 
6. 8000 3387 7 
7. 3000 3081 9 
8. 2029 11 
9, 468 10 

10. 217 9 

11. 129 11 

12. 181 13 

13. 124 15 

14. 59 14 

15 37 7 

16 40 8 
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Mit Beginn des 18. Tages wurde der Versuch abgebrochen und am 
1. August dem Tier die verbliebene Schilddriise herausgenommen. Da- 
Gewicht betrug 2,322 g, der Jodgehalt war 1154 y, entsprechend 497 y 
in | g frischer Driise. 


Jodbilanz nach 17 Tagen: 


An Jod zugefiihrt i> ae Ga Ce ee . 21000 y 
Mit Harn und Kot ausgeschieden . ..... . . I7708y 
An Jod surdtkgehaiten. 2... 0.6 6 ow ss) SSB Y 
Jodaufnahme der zweiten Driise ........ 76 y 
In Oeganen, Gowohen: WeWi-s 66. 6 1 oss ee = BBE Y 


Uber den Verlauf des Jodtransports ist zu sagen, daB ich im Gegen- 
satz zu den Angaben von Scharrer (8), Veil und Sturm (9) u.a. nur 
ein langsames Einsetzen der Jodausscheidung nach Jodkaliumzufuhr 
gefunden habe. Dies mag aber vielleicht damit begriindet sein, da} 
genannte Forscher bei weitem gréBere Jodgaben verabreicht haben. 
die eben tiber physiologische Verhaltnisse hinausgingen. Der Jodstoff- 
wechsel gestaltet sich sonst ahnlich, wie nach Verfiitterung anderer 
Jodpraparate. Auffallend ist ferner die lange anhaltende Jodierung 
des Kérpers, die sich 11 Tage nach Ende der Belastung im Harn durch 
den 10- bis 12fachen Jodgehalt gegentiber der Vorperiode auBert. Dal 
auch der Blutjodspiegel betrachtlich erhéht ist, ist aus den im Kot er- 
scheinenden Jodmengen zu schlieBen, die nur durch die Galle in den 
Darm gelangt sein kénnen. 

Trotz der starken und einige Wochen dauernden Kérperjodierung 
und dem weiten Spielraum, der der Schilddriise bis zur Beladungsgrenze 
zur Verfiigung stand, hat keine wesentliche Jodtransformation in dem 
Organ stattgefunden; vielieicht ist die vermutliche Zunahme von 76 y 
nur dem verschiedenen Gehalt paariger Driisen zuzuschreiben. 


2. Jodstoffwechsel bei Hund Nero. 


Nero, ein 23 Pfund schwerer, 10 Monate alter Schaferhund, wurde 
am 16. Mai operiert. Der Hund hatte bereits 7 Wochen friiher (3) zu 
einem Stoffwechselversuch gedient und 42300y Pflanzenjod erhalten. 
Das histologische Bild der exstirpierten Driise wurde als normal be- 
funden; das Gewicht dieses Organs war 0,732 g, der Jodgehalt betrug 
1115 y, entsprechend 1425 y in 1 g frischer Driise. 

Als Futter erhielt das Tier taglich 150 g Fleisch, 50g Reis, 20 g 
Fett und 75 g Hundekuchen. In den Ausscheidungen der Vorperiode 
vom 21. bis 24. Juni wurden im Kot 4 y Jod, im Harn 18 y Jod pro die 
gefunden. 

Dieser im Vergleich zu Hund Nr. 9 (Lux) sechsfach gesteigerte 
Jodgehalt im Harn und fast dreifach gesteigerte Jodgehalt im Kot 
kann nicht von der Fiitterung herriihren. Vielmehr weist er auf die 
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intensive Retention des biologischen Jods vom friiheren Versuch hin, 
die um so augenscheinlicher ist, als Hund Nr. 9, unter gleichen Be- 
dingungen lebend, bei zehnfacher Vorbelastung und nach dem gleichen 
Intervall nur 3y Jod im Harnund 1,5 y Jod im Kot in der Vorperiode 
ausscheidet. 

Zu obigem Grundfutter wurden vom 25. Juni bis einschlieBlich 
1. Juli 2g Radieschenblatter = 2838 y Jod tiglich zugelegt. Die 
Versuchsanordnung, wie die Untersuchungsmethodik war dieselbe wie 
unter 1. angegeben. 

Tabelle 11. 
Hund ,,Nero‘; Fiitterung 150g Fleisch, 50g Reis, 20 2 Fett, 75 g¢ Hunde- 
kuchen und 2¢ Radieschenblatter (2838 y Jod). 





Jodausscheidung 


Jodzufuhr Jod retiniert 
pro die i Harn Kot pra die 


Y 7 ? 


2838 703 21 
2838 1581 53 
2838 1981 62 
2838 2625 ) 
2838 2557 
2838 2508 
2838 2280 
1392 
702 
, 467 
11. 213 
12. 186 
13. 78 
14. 55 
15. 43 
16. 29 
17. 27 


DS Ste COO 


om 


Am 18. Juli, einige Tage nach Beendigung des Versuchs, wurde 
die zweite Schilddriise entfernt. Das Gewicht betrug 0,726 g, der Jod- 
gehalt 1365 y, somit 1880 y in 1 g frischer Driise. 

Jodbilanz nach 17 Tagen: 

An Jod zugefiihit eh dates e.| 2 19866 y 
Mit Harn und Kot ausgeschieden ...... . . 17883 y 
An dod wapGelghaiten . «5. sk se oe eo sRGB 


Jodaufnahme der zweiten Driise ........ 250 y 
In Organen, Geweben usw............ IL733y 


Der Jodstoffwechsel nach biologischen Jodgaben entspricht in 
groBen Ziigen dem nach Jodkaliumbelastung. Der Organismus scheint 
nur im ersteren Falle sein aktuelles Joddepot auf die Dauer sorgsamer 
zu hiiten, wie nach Jodkalizufuhr, was sowohl] aus dem hohen Jodgehalt 
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des Harnsin der Vorperiode, als auch aus dem weniger groBen Jodbedart 
(s. Jodgehalt in Organen, Geweben usw.) geschlossen werden kann 

Obwohl der verbliebenen Schilddriise zur Jodtransformation in 
jeder Beziehung sehr enge Grenzen gezogen waren, war in diesem Falle 
die Jodaufnahme bedeutend gréBer. Auf den absoluten Jodgehalt 
bezogen,, betragt sie das 3,5fache, gegeniiber dem relativen Jodgehalt 
das 14fache, wie im Jodkaliumversuch. 

Als oberste Grenze der Jodspeicherungsméglichkeit kénnte man 
fiir Carnivoren den Wert von 1900 bis 2000 y in 1 g frischer Driise an- 
nehmen. 

C. Zusammenfassung. 

1. Zur experimentellen Priifung der Transformation von ionisiertem 
und biologischem Jod werden Hunde halbseitig thyreoidektomiert. 

2. Wird der Funktionszustand der exstirpierten Driise als normal 
befunden, beginnt 6 Wochen nach der Operation der Jodstoffwechsel- 
versuch. 

3. Der Transport des Jodkaliums im Tierkérper unterscheidet 
sich in den Versuchstagen kaum von dem Kreislauf anderer Jod- 
verbindungen, solange die Dosis in physiologischen Grenzen bleibt. 

4. Die Transformation des Jodkaliums ist auch nach diesem Versuch 
sehr unwahrscheinlich oder nur sehr unbedeutend. Entsprechende 
Versuche werden weitergefiihrt. 

5. Die schon friiher gefundene groBe Resorbierbarkeit pflanz- 
licher Jodverbindungen durch Carnivoren wird bestatigt; ihre Trans- 
formation in den Schilddriisen ist auch dann noch eindeutig, wenn die 
potentielle Jodreserve schon sehr betrachtlich ist. 

6. Die aktuelle Jodreserve nach biologischen Jodgaben wird vom 
Organismus bedeutend intensiver festgehalten, wie nach ionisierten 
Jodgaben. 

7. Die obere Grenze der Jodtransformation in den Schilddriisen 
scheint bei Hunden einem Wert von 1900 bis 2000 y pro Gramm frischer 
Driise zu entsprechen. 

D. Literatur. 

1) De Quervain, Die Naturwissenschaften 14, 1147, 1926. — 2) W. Gaus 
und R. Griessbach, Jodfrage und Landwirtschaft (Verlag Chemie) 1929, 
8S. 70. — 3) G. Pfeiffer und H. Courth, diese Zeitschr. 213, 74, 1929. — 
4) G. Pfeiffer, ebendaselbst 195, 128, 1928. — 5) Derselbe, ebendaselbst 201, 
298, 1928. — 6) Derselbe, ebendaselbst 210, 231, 1919. — 7) Derselbe, eben- 
daselbst 215, 126, 1929. — 8) K. Scharrer, Chemie und Biochemie des Jods 
1928, S. 130. — 9) W. H. Veil und A. Sturm, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 
147, 166, 1925. 
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Die Oxydation der Glutaminsiure im Tierkérper. 


Erwiderung auf die Arbeit von A. von Beznak. 


Von 
Manfr. Oesterlin (Hamburg). 


(Eingegangen am 27. August 1929.) : 


In Band 205! dieser Zeitschrift veréffentlicht A. von Beznak eine 
Synthese der y-Phenylglutaminséure und beschreibt das Verhalten der 
B-Phenylglutaminsaure im Tierkérper. An Hand der Versuchsergebnisse 
entwickelt er die Abbauméglichkeiten der §-Phenylglutaminséure und 
setzt ihr Verhalten in Analogie mit dem Abbau der natiirlichen Glutamin- 
siure, woraus er dann folgert, daB letztere neben einer a-Oxydation auch 
eine f-Oxydation erleiden kann. 

Die Zwischenprodukte, die A. von Beznak ausreichend diskutiert, 
sind nun leider nicht ganz einwandfrei. Abgesehen davon, daB die Knoop- 
sche Regel des Fettsaiureabbaues nur fiir normale C-Ketten, wie sie in den 
einbasischen natirlichen Fettséuren vorliegen, strenge Giiltigkeit pesitzt, 
ist es auch vom rein chemischen Standpunkt kaum zulassig, ein Zwischen- 
produkt zu formulieren, das, wie die §-Phenyl-f-ketoglutaminsaéure ein 
fiinfwertiges Kohlenstoffatom besitzt. 

Wenn von Beznak aus f-Phenylglutaminséure Hippursaéure erhalt, so 
kommt, wie er selbst feststellt (siehe unten), Phenylbernsteinséure als 
Zwischenprodukt nicht in Frage. Dadurch ist zwar eine /-Oxydation 
ziemlich erwiesen, fiir die einzelnen Abbaustufen sind aber so viele Méglich- 
keiten vorhanden, da hieriiber nichts gesagt werden kann. Auch darf 
dieser Befund mit dem Abbau der Glutaminsaure niemals verglichen werden. 
Denn gerade das fragliche C-Atom ist in einem Falle sekundar mit zwei 
H-Atomen, im anderen Falle tertiar, mit einem H-Atom und einem Phenyl- 
rest gebunden, was im Tierkérper bekanntermaBen weitgehende Unter- 
schiede, gerade auch durch die Nahe des Benzolkerns, in oxydativer Hinsicht 
bedingt. Diese Versuche aber zeigen noch mehr. Bei Verabreichung von 
nur 1,05g pro die werden 54% /-Phenylglutaminséure unverandert aus- 
geschieden, und diese Zahl steigt bis 83%, wenn 6g pro die verabreicht 
werden. Rechnet man die ausgeschiedene Hippursiuremenge, nicht wie 
A. von Beznak auf die gesamte zur Eingabe gelangte §-Phenylglutaminsaure 
um, sondern auf die vom Kérper zuriickbehaltene Menge, so kommt man 
zu Werten, die beim Hunde zwischen 22 bis 24°%, beim Kaninchen zwischen 
35 bis 37% liegen. Falls aber tatsachlich 25 bis 35°, der natiirlichen 


1 Diese Zeitschr. 205, 414 und 420, 1929. 
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Glutaminséure der £-Oxydation anheimfallen wiirden, hatte Kynoo), 
bei Verfiitterung von 25 g Methylglutaminsaure in einer Portion unbeding: 
Sarkosin im Harn nachweisen kénnen. 

Was das Fehlen der Phenylbernsteinséure als Abbauprodukt betrifft. 
so sei erwahnt, daB diese — nach eigenen Arbeiten und iibereinstimmen:| 
mit Clutterbuk und Raper zu tiber 60°, mit dem Harn wieder aus 
geschieden wird. Dabei 14Bt sich noch eine kleine Menge a-Phenyl-a-oxy 
bernsteinsaéure in aktiver Form isolieren. Von 12g verfiitterter Pheny! 


bernsteinsiure wurden 7,5g = 63% wiedergewonnen, neben 1,25," 


]-Phenylapfelsiure. Zunahme der Hippursaéurebildung hatte nicht statt 
gefunden. Bei Verfiitterung von 9g Phenylapfelsture wurden rund 20°, 
in racemischer Form wiedererhalten, ebenfalls ohne Zunahme der Hippu 
siure. Es baut sich demnach die Phenylbernsteinsiure wahrscheinlic), 
iiber die Phenylapfelsiure ab, aber letztere geht nicht, wie von Beznak 
theoretisiert, in Benzoesaéure tiber! 

Die vorhandenen Zahlen zeigen, da} Phenylbernsteinséiure bedeutend 
rascher abgebaut wird als Phenylglutaminsaéure, so daB erstere kaum als 
Spaltprodukt der letzteren erwartet werden kann. Das Verhalten der 
B-Phenylglutaminséiure besagt demnach fiir das Verhalten der Glutamin 
sdure im Tierkérper gar nichts, da weder eine a-Oxydation nach dem Schema 
des Aminosiiureabbaues nachzuweisen méglich war (allem Anschein nach 
nur im allergeringsten MaBe stattfindet), noch eine /-Oxydation irgend- 
welche Vergleiche zulaBt. Genannte Saéure verhalt sich gar nicht wie eine 
Aminosaure. Auch ist der Riickschlu8, daB demnach die y-Phenylglutamin- 
siure ebenso eine f-Oxydation erleiden wiirde, nicht berechtigt. Dann 
hatte schlieBlich die y-Phenylglutaminsaéure nicht besonders zu diesem 
Zwecke synthetisiert zu werden brauchen. Ihre Abbauprodukte (theoretisch 
Phenylbernsteinsiure und Phenaceturséiure) hatten uns ein Bild vom 
Glutaminsiureabbau geben kénnen, da in dieser Séure beide in Frage 
kommenden C-Atome unverandert vorhanden sind. 

Die groBe Toxizitaét der y-Phenylglutaminsaure ist jedenfalls erstaunlich. 
Die Quastelsche Theorie hat aber nach meiner Ansicht bis heute noch zu 
wenig Versuchsergebnisse, als daB mit ihrer Hilfe die Toxizitaét zweier 
organischer Kérperklassen, wie sie die Atropasiure und die y-Pheny]- 
glutaminséure darstellen, erklaren kénnte. Sie ist in ihrer jetzigen Form 
noch keine Arbeitshypothese und 1aBt daher auch keinerlei Voraussagen 
zu. Erwiahnt sei iibrigens noch, daB F. Knoop? bei Verfiitterung von Pheny!- 
N-Methylalanin kleine Mengen Hippurséure isolieren konnte, was deutlich 
erkennen 1aBt, daB bei etwas schwerverbrennlichem Aminorest S-Oxydation 
einsetzen kann. 


1 F. Knoop und H. Oesterlin, Hoppe-Seyler 170, 186; siehe auch 
F. Knoop, ebendaselbst 89, 151. 
2 F. Knoop, |. c¢. 
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Studien iiber Konzentrierung des Pepsins und den Chemismus 
seiner Wirkung. 


Ve yh 
B. Lustig. 


(Aus dem _ pathologisch-chemischen Laboratorium der Rudolfstiftung 
Wien IIT.) 


(Eingegangen am 9. September 1929.) 


Das Bestreben der Fermentchemie ist, den Chemismus der Fermente 
durch Bestimmung und I[dentifizierung der ihrer Wirksamkeit zugrunde 
liegenden Substanzen und Gruppen aufzukliren. Die Versuche, die 
in den letzten Jahren unternommen wurden, dies auf dem 'Wege der 
Konzentrierung der Fermente zu erreichen, ergaben nur soweit ein 
positives Resultat, als sie bei den einzelnen Fermenten die eine 
oder andere Gruppe oder Substanz als Wirkungstrager ausschlieBen. 
Die geringe Haltbarkeit der konzentrierten Fermentpraparate bringt 
es mit sich, daB eine Reinigung nur bis zu einem gewissen Grade 
méglich ist. 

Ein Ergebnis der bisherigen Forschungen ist, daB bei den Fermenten 
ein kolloidaler Trager das eigentliche Ferment absorbiert !. 

Eine teilweise Ausfiihrung der Fermentsynthese glauben Hugouenqu 
und Loiseleur? gefunden zu haben. Sie absorbierten Eisen, Mangan, Wismut 
an Glykogen und Lecithin, wobei diese Gemische starke Oxydasen und 
Katalasenwirkung zeigten. Waldschmidt-Leitz und G. Kiinstler® unter- 
suchten die Wirkung des Pepsins auf EiweiBkérper. Sie fanden, daB die 
Vermehrung der Carboxyl- und Aminogruppen bei der Verdauung von 
Eiwei®B im Verhaltnis von 1:1 erfolgt: Befunde, die von Sdrensen und 
Katschioni- Walter* bestatigt wurden. Der Abbau der EiweiBkérper geschieht 
nach P. Rona und Mislowitzer® in der Weise, daB eine CONH-Bindung 
am Ejiwei8 aufgespalten wird, wobei die Carboxylgruppe am kolloidalen 


1 Wilistdtter, Chem. Ber. 55, 3601, 1922. 

2 C. r. 181, 149, 1925; Bull. chim. biol. 8, 523, 1926. 
3 Zeitschr. f. phys. Chem. 171, 170, 1927. 

4 Ebendaselbst 174, 251, 1928. 

5 Diese Zeitschr. 202, 453, 1929. 
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Rest, die Aminogruppe im Filtrat bleibt. Die urspriinglich am Eiweifi vor 
handenen freien Aminogruppen werden nicht angegriffen und verbleibe: 
am kolloidalen Rest. 


Wir versuchten nun, tiber die Art der Pepsinwirkung in der Weise 
uns klar zu werden, indem wir bei Pepsinpraparaten verschiedener 
Herkunft, sowie bei aus diesen hergestellten konzentrierten Pepsin- 
sorten verschiedene Gruppen quantitativ bestimmten, um zu sehen, 
ob die Menge dieser Gruppen parallel mit ihrer Wirksamkeit zu- oder 
abnimmt. Gleichzeitig untersuchten wir bei unserem stirksten Praparat , 
ob durch die Inaktivierung Veranderungen auftreten. 

Versuche ahnlicher Art sind von Rona' unternommen worden, der 
mit Aldehydreagenzien keinerlei Hemmungen der Fermentwirkung fand. 
In der letzten Zeit versuchten Smorodinzew und Adowa?, einen Zusammen- 
hang zwischen der Verdauungsstairke der Pepsinpraparate und ihrem Gehalt 
an COOH- und N H,-Gruppen zu finden. Die Forschungen von Hugounenqu- 
Loiseleur® beriicksichtigend, die die Wirksamkeit des Pepsins darauf zuriick- 


fiihren, da das Pepsin aus einem kolloidalen, eiweiBartigen Trager besteht, ' 


welcher Cl-Anionen abzugeben vermag, wobei die Kationen von den Pepsin- 
micellen absorbiert werden, infolge der negativen Ladung und des Reich- 
tums an COOH-Gruppen an der Pepsinoberflache. Fiir ihre Untersuchungen 
verwendeten sie Handelspraiparate verschiedener Herkunft. Sie fanden 
ein Ansteigen des N- und der NH,- und COOH-Gruppen bei den starken 
Praparaten. Das Verhaltnis der NH, : COOH war bei sehr starken Handels- 
praparaten bis 0,75, bei schwachen unter 0,5. Bei inaktiven Magenséften 
fanden sie eine Vermehrung der NH,-Gruppen bis aufs Fiinffache ohne 
gleichzeitige Vermehrung der COOH, so daB das Verhaltnis NH, : COOH 
auf 6,82 stieg. 

Unsere Untersuchungen, die wir noch vor der Veréffentlichung der 
Arbeit von Smorodinzew und Adowa begonnen haben, fiihrten wir nach 
zwei Richtungen durch. Wir versuchten das stirkste Praparat, das 
im Handel vorkommt, ,,Pepsin. absolutum Merck‘, zur Anwendung 
nach Payr zu konzentrieren; auBerdem bei diesem sowie bei aus diesem 
hergestellten konzentrierten Praparaten und bei mehreren Handels- 
praparaten eine Reihe physikalischer Eigenschaften, sowie chemischer 
Gruppen zu bestimmen. Die Bestimmung des Verdauungsvermégens 
der Pepsinpraparate geschah nach Fuld-Lewison in der Modifikation 
nach Ege*, gemessen an Pepsin Merck, Pharm. Brit. 14, welches 
2500 Teile EiweiB in 6 Stunden verdaut. Bei den anderen Pepsin- 
praparaten wurde jene Menge des Pepsins Pharm. Brit. 14 bestimmt, 
welche einem Teil des Pepsinpraparats entspricht, und die gefundene 
Zah| mit 2500 multipliziert. Die Bestimmung wurde jeweils bei ver- 


1 Diese Zeitschr. 109, 279, 1920. 

2 Zeitschr. f. phys. Chem. 177, 187, 1928. 

3 Zitiert nach Smorodinzew und Adowa, ebendaselbst 177, 187, 1928. 
4 Zeitschr. f. phys. Chem. 127, 125, 1923. 
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chiedenen Pepsinkonzentrationen durchgefiihrt. Das Pepsin absolutum 
Merck zeigt eine Verdauungsstarke von 1: 15000 bis 16000, 


Die in der Literatur vorkommenden Angaben iiber Methoden zur 
Pepsinkonzentrierung weisen Widerspriiche auf, die sich nur teilweise 
mit der verschiedenen Vorbehandlung der Ausgangsprodukte und mit 
der Ungenauigkeit der Priifungsmethoden erklaren lassen. Die altesten 
Versuche zur Konzentrierung der Pepsinwirkung sind die von Briicke! durch 
Adsorption mit Calciumphosphat oder Cholesterin und Elution mit Phosphor- 
siure oder Ather. Dérle* findet, daB die Adsorption an Cholesterin mit 
groBen Fermentverlusten verbunden ist. Forbes* gibt an, daB eine Ad- 
sorption von Pepsin an Cholesterin, Campher, Salicylséure, Acetanilid 
nur in Spuren stattfindet, bei Kaolin und Tierkohle in gréBerem Mabe 
bei saurer oder neutraler Reaktion, doch bei geringer Elutionsméglichkeit. 
Sehr gut ist die Adsorption mit frisch gefallter Al(OH),. 

Die stairksten Praparate erhielt er durch 2lfache Umfallung mit 
Safranin, welches aus der Fallung mit iso-Amylalkohol plus 10°, Ather 
entfernt wurde. Er behauptet, bis 65° der urspriinglichen Wirksamkeit 
wiedergefunden zu haben. Kikawa-Kouchi* findet fiir Tierkohle das Ad- 
sorptionsoptimum bei pq l bis 2, das Elutionsoptimum bei Citratpuffer 
pu 5. bei Acetatpuffer py 6,8, bei Tonerde ein Optimum der Adsorption 
je nach dem Puffer py 3,8 bis 4,6. Durch Fallen mit Tonerde und Elektro- 
dialyse bekam er ein 30mal so starkes Praiparat wie das Ausgangsprodukt, 
wobei die physikalischen und chemischen Eigenschaften keinerlei Anderungen 
erfuhren. Eine Adsorption an Kaolin findet nach seinen Angaben nicht 
statt. H. Elblinger und C. Funk® versuchten, durch Fillung mit ver- 
schiedehen Pikraten und Farbstoffen das Pepsin zu konzentrieren. Als 
Ausgangsprodukt verwendeten sie Pepsin Merck. Es gelang ihnen, das 
Pepsin durch Fallung mit Salzen der Pikrinséure zwei- bis vierfach, bei 
Fillen mit Safranin nach Forbes zweifach zu konzentrieren. Ba-Acetat 
und Naphtholgelb S erzeugen Fallungen, doch bleibt das Pepsin im Filtrat. 
Beim Durchleiten von Luft, O oder CO, wird das Pepsin geschidigt, was 
aber auf den mechanischen Reiz zuriickzufiihren ist, da beim Schiitteln 
von Pepsin im Vakuum die gleichen Erscheinungen auftreten. H. Pendau 
und J. Ple® fanden beim Fillen des Pepsins mit Alkohol eine starke 
Schadigung, beim Fallen mit 9 Teilen Aceton bei pg 2,5 nach 48 Stunden 
praktisch keine Veraénderung des Verdauungsvermégens. Bei niedriger 
pu-Konzentration findet eine Zerstérung statt. F’. Fenger und R. Andrews? 
extrahieren die eisgekiihlte Magenschleimhaut mit 2°, HCl, fallen bei pq 3,2 
mit 50 und 75% Aceton. Die 75 %ige Acetonfallung enthalt das wirksame 
Pepsin, dieses ist in Wasser nicht léslich, in angesiuertem Wasser vollstandig 
léslich. Bei py 1,8 gelést und bis py 3,8 dialysiert, fallt ein Pepsin von 
Verdauungsstairke 1: 45000 bis 50000 aus, welches unléslich ist. Der 
Nachteil dieser Methode ist die Unldéslichkeit des Praparats in reinem 
Wasser und die wechselnde, oft sehr geringe Ausbeute. 


Sitzungsber. d. Akad. d. Wissensch. Wien 48, 601, 1861. 
Zeitschr. f. exper. Med. 34, 406, 1923. 

Diese Zeitschr. 21, 398, 1927. 

Ber. ii. d. ges. Physiol. 88, 301, 1927; 48, 472, 1928. 
Diese Zeitschr. 191, 186, 1928. 

Ber. ti. d. ges. Physiol. 46, 779, 1928; 47, 155, 1928. 
Ebendaselbst 42, 735, 1927; 47, 155, 1928. 
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Wir versuchten durch Fallen mit Alkohol, Aceton, durch Behandel), 
mit Cholesterin, Tierkohle, Safranin, Kaolin, Tricaleiumphosphat. 
Al(OH), und Dialyse das Pepsin. absolutum Merck méglichst ohne 
Fermentverluste zu konzentrieren. { 

Alkohol. Bei der wiederholten Umfallung mit Alkohol nahm naeh 
anfdnglicher geringer Zunahme die Wirksamkeit des Priparats stark ab 

Aceton und Dialyse. Wir versuchten zuerst, von den Arbeiten 
F. Fengers und R. Andrews! ausgehend, das Pepsin durch Fallung mit 
Aceton zu reinigen. Es wurden je 1 g Pepsin in 25 cem Glykokoll 
HCl-Puffer von verschiedenem py gelést und mit 50- und 80 °,igem 
Aceton gefallt. Bei der weiteren Fallung im Filtrat bis 90°, Aceton 
konnte keinerlei wirksame Substanz gefunden werden. Die Menge und 
Wirksamkeit der bei verschiedenen Acetonkonzentrationen gefundenen 
Praiparate waren von der Wasserstoffionenkonzentration abhangig 
Es waren: 








50/siges ‘Aceton ' 75 /giges Aceton 
“ies Wirksamkeit m—— Wirksamkeit 
0 io 
1,2 5 unwirksam 85 unwirksam 
hei f 1,8 10 80 1: 5500 
oe | 3,2 10 1: 3000 80 1: 16 000 
5,2 40 1: 11000 50 1: 17000 


Die Wirksamkeit des nicht behandelten Pepsins ist | : 16000. 


Da durch Fallung mit Aceton keine Verstirkung der Verdauungs- 
kraft eintrat, wurde das Pepsin, von verschiedenen py ausgehend, der 
Dialyse unterworfen. In keinem dieser Dialyseversuche wurde das 
Unléslichwerden eines Bestandteiles beobachtet. Es wurde, von pg 1,5, 
1,8, 3,6, 4,2 und 5,2 ausgehend, 48 Stunden dialysiert, dann die 
Pepsinmenge bestimmt. Es ergab sich, daB die bei py 4,2 und 5,2 
dialysierten Lésungen fast keinerlei Wirksamkeit zeigten. In den 
Lésungen von py 1,2 und 3,6 war die Wirksamkeit vermindert. Voll- 
standig war die urspriingliche Verdauungskraft in der von py 1,8 dialy- 
sierten Lésung, diese zeigte nach 48 Stunden Dialyse ein py von 
5 bis 5,2. Diese Lésung wurde mit 50- und 75%, Aceton gefallt 
und der Niederschlag im Vakuum getrocknet. Das Gewicht der 
50 °,igen Acetonfallung war 25 bis 28°, der 75°,igen Acetonfallung 
war 5%, der urspriinglichen angewandten Pepsinmenge. Die Wirksam- 
keit der 50°, igen Acetonfallung war /: 50000, also vierfach gesteigert 
die der 75° igen Acetonfillung 1: 3000 bis 6000, also stark ver- 
mindert. Es gelang uns also, durch 48stiindige Dialyse von px 1,5 
zu pu bis 5.2 und nachfolgende Fallung mit 50°,igem Aceton, die 


1 Ber. ii. d. ges. Physiol. 42, 735, 1927; 48, 871, 1929. 
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Wirksamkeit auf das Vierfache zu steigern. Bei langerer Dialysierzeit 
ils 48 Stunden steigt das py bis 6,8, unter gleichzeitiger starker Ver- 
minderung der Wirksamkeit. Falls wir das konzentrierte Pepsin wieder 
bei pu 1,8 lésten, 48 Stunden dialysierten und mit Aceton fallten, so 
war die Wirksamkeit oft um weitere 10°, gesteigert. Da die Fallung mit 
Aceton in verschiedenen Konzentrationen bei einem pq der Lésung 
gréBer als py 2.4 nie mit einer Schadigung des Pepsins einherging, 
wurde es auch bei den Absorptions- und Elutionsversuchen als 
Darstellungsmittel fiir Trokenpriparate angewendet. 

Cholesterin wurde in Aceton gelést, mit Wasser bis zur schwach 
milchigen Triibung versetzt und zur Pepsinlésung zugegeben. Es konnte 
nur eine geringe Adsorption an Cholesterin beobachtet werden. 

Tierkohle. Pepsin wurde bei verschiedener Wasserstoffionen- 
konzentration mit Tierkohle versetzt, zentrifugiert und im Filfrat die 
Pepsinmenge bestimmt. Der Tierkohleniederschlag wurde mit Citrat- 
puffer eluiert. Die giinstigsten Adsorptionsbedingungen fanden wir in 
Ubereinstimmung mit den Angaben von Kikawa-Kouchi bei pg 1,5 bis 
1,8, wobei die Halfte des Pepsins von der Tierkohle adsorbiert wird, fiir 
die Elution bei Citratpuffer bei pg 5. Das Eluat mit Aceton gefallt ergab 
bei 75%igem Aceton einen geringen Niederschlag (3 bis 5% der an- 
gewandten Menge), der eine Verdauungsstarke von 1 : 50000 hatte (vier- 
fach). Der Nachteil aller Adsorptionsmethoden bei Pepsin ist, daB eine 
vollstandige Elution nicht durechfiihrbar ist, da das Pepsin beim 
Schiitteln mit dem Elutionsmittel zum Teil inaktiviert wird. Im Falle 
eine 0,5°,ige Pepsinlésung 3 Stunden in der Schiittelmaschine bewegt 
wurde, so war die Verdauungskraft um !/, gegentiber einer Kontrolle 
in Ruhe vermindert. Es wurde dann das durch Dialyse und nach- 
folgende Acetonfallung gewonnene konzentrierte Pepsin der gleichen 
Behandlung unterworfen, das gewonnene Praparat zeigte keine Er- 
héhung der Verdauungsstarke. ; 

Safranin. Wir konnten bei genauer Beobachtung der Arbeits- 
vorschriften von Forbes eine Steigerung auf das Dreifache finden, wozu 
ein groBer Material- und Zeitaufwand gehérte, um das Safranin aus 
der Fallung zu entfernen, wodurch wir manchmal in Ubereinstimmung 
mit den Angaben von H. Elblinger und C. Funk! inaktive Praparate 
erhielten. 

Kaolin. Das Pepsin wurde bei verschiedenen pg mit der gleichen 
Menge eines nach R. Willstdtter und K. Schneider® gereinigten Kaolins 
behandelt und im Filtrat die restliche Pepsinmenge bestimmt. Das 
Maximum der Elution war bei py 5 bis 6. Das gewonnene Pepsin zeigte 


1 Diese Zeitschr. 191, 186, 1928. 
2 Zeitschr. f. phys. Chem. 183, 193, 1924. 
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eine Verdauungskraft von | : 35000, doch war auch hier die Ausbent 
gering. 

Tricalciumphosphat wurde nach M. Tsuchihashi! dargeste|l: 
Das Maximum der Absorption war bei py 1.4 bis 1.8 der Elution mi: 
Citratpuffer 3,6 bis 4,2. Die gewonnenen Praparate zeigten kein: 
Steigerung des Verdauungsvermégens. 


Aluminiumhydroryd wurde in der Weise dargesteilt, daB 1 g AIC, 


mit NH, gefallt, zentrifugiert und mit destilliertem Wasser wihren 
1 bis 2 Stunden bis zur Ammoniakfreiheit gewaschen wurde. Der Nieder- 
schlag wurde mit den Pufferlosungen von verschiedenem pg behandelt 
Auch hier zeigte sich das Maximum der Adsorption bei px 2 bis 3, der 
Elution bei py 5 bis 6. Das durch Elution dargestellte Praparat zeigt« 
eine Verdauungskraft von 1 : 55000. 

Das Gemeinsame aller dieser Versuche ist das, daB das Maximun 
der Adsorption in engen Grenzen mit dem Wirksamkeitsoptimum 
zusammenfallt, doch sind sie infolge der Fermentverluste bei der Elution 
fiir die Darstellung gréBerer Mengen unbrauchbar. Als verwendbar 
erwies sich die Dialysiermethode mit anschlieBender Acetonfallung, 
mit welcher sich eine Steigerung der Pepsinkonzentration auf das Vier- 
fache ohne Fermentverluste durchfiihren laBt. Das auf diesem Wege 
gewonnene Praparat bezeichnen wir in unserer weiteren Untersuchung 
als .,.Pepsin. concentratum**. 

Es gelangten zur weiteren Untersuchung folgende Praparate: 





Verdauungsstirke 


Pepsin Merck Pharm. Brit. 14... . 1: 2500 
.  6sterreichische Heilmittelstelle . 1: 3000 
it Tas See ws oe See 1: 3000 
a absol. Merck . yey 1: 16 000 

-  concentratum 1:50000 bis 55.000 
Ein Teil'des Pepsin. concentratum wurde in Wasser bei 65° C gelést 
eine halbe Stunde stehengelassen. Schon nach 3 bis 4 Minuten konnte 
keine Wirksamkeit mehr nachgewiesen werden. Die Lésung wurde 
dann im Vakuum zur Trockne eingedampft, das inaktivierte Praparat 
bezeichnen wir bei unseren Versuchen als .,Pepsin. concentr. inaktiv’’. 
Bei all diesen Praparaten wurden die Refraktion und Polarisation 
einer 2°,igen Lésung bestimmt, auBerdem der Stickstoff-. Amino-. 
COOH., Methoxyl-, Methylimid- und Tryptophangehalt. Beim Pepsin 
absol. Merck, sowie Pepsin concentr. und Pepsin concentr. inaktiv 
wurde auch der Phosphor-, Kohlenstoff- und Wasserstoffgehalt be- 
stimmt. Die in den Tabellen angegebenen Zahlen sind Mittelwerte 
von vier bis finf Bestimmungen. Die Verbrennungen wurden am 


! Diese Zeitschr. 140, 63, 1923. 


ni 


du 
de 


we 


ko 


Sa 
Li 
(A 
m 
cis 
WwW 


da 








Pat 


mit 
eine 


ICL, 
end 
der- 


lelt 
der 
igte 


lun 

ium 
Hon 
bar 
ing. 
ier- 
ege 
ung 





Konzentrierung des Pepsins und Chemismus seiner Wirkung. 211 


iesigen Institut ven Herrn Dr. Paul Haas durchgefihrt, woftir wir 
hm auch an dieser Stelle danken. 

Die Polarisation wurde mit dem Dreischattenapparat nach Lippich 
durchgefiihrt (Tabelle I. A). Bei dem Pepsin concentr. konnten infolge 
der starken kolloidalen Triibung keinerlei verlaBliche Werte gewonnen 
werden. 

Die Refraktion wurde mit dem Refraktometer nach Pulfrich 
bestimmt (Tabelle 1, B). Beide Bestimmungen wurden mit 2° igen 
Pepsinlésungen durchgefihrt. 


Tabelle I. 





4 B 
Refraktion bei 17 


Substanz Polarisation 


_ ale n- Brechungs- 
eile - index 

Pepsin Merck Pharm. Brit. 14 . 1,492 nach rechts 22,31 1. 33 601 
.  osterreichische Heilmittelstelle isis « . 22.62 1.33614 

x PE 356 eis & ss ee = 22.00 1. 33 590 

ee SO Se eee 1558 . % 23.98 1. 33 666 

a) nn. ou ss ee 23.59 1 . 33 647 

* 5 mektiv...... : 23,31 1.33649 


Der Stickstofjgehalt wurde nach Kjeldahl bestimmt (Tabelle IT, A). 
Bei den konzentrierten Pepsinen wurden die Werte durch Verbrennungen 
kontrolliert. 

Die Aminogruppen wurden durch Titration mit n/10 alkoholischer 
Salzsiure in acetoniger Lésung mit a-Naphthylrot als Indikator nach 
Linderstroem-Lang' bestimmt (Tabelle II, B). Die Titrationsbedingungen 
(Anfangskonzentration des Acetons die Art der weiteren Acetonzugabe ) 
miissen fiir jede einzelne Substanz gesondert ermittelt werden?. In 
diesem Falle bekommt man auch bei acetonunléslichen Substanzen 
Werte, die innerhalb — 0,1 ccm n/10 iibereinstimmen. 


Tabelle II. Stickstoffgehalt und Aminogruppen. 





A B 
Stickstoff- {minogruppen 
Substanz sees nines 
gehalt - 
in 99 der Ge- o', des N 

samtsubstanz - . 
Pepsin Merck Pharm. Brit. 14 . . 1,68 0,368 21,90 
.  Osterreichische Heilmittelste lle 5,70 1,422 24.95 
A DI C7 se Shae es 2.46 0,872 35,50 
2 CR es. ees % 12.08 3.054 25,30 
— Sano a> aera 12.61 0,980 7.06 
- 1 ae 12,43 1,435 11,55 


1 Zeitschr. f. phys. Chem. 178, 32, 1927. 
2 Siehe Sdrensen, Katschioni-Walter und Linderstroen-Lang, eben- 


daselbst 174, 251, 1928. 


14* 
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B. Lustig: 


Die COOH-Gruppe wurde sowohl nach Sérensen! (Formoltitration 
Tab. ILI, A), wie auch nach Willstdtter! mit Thymol- und Phenolphthalei: 
(Tab. ILI, B) durchgefiihrt, in 50- und 90°, iger alkoholischer Lésung 

Die Berechnung der COOH-Gruppe der freien Aminosauren 
geschah unter Beriicksichtigung der von Waldschmidt-Leitz' gefundenen 
Titrationsbedingungen der freien Aminosauren in 50 °,iger alkoholischer 
Lésung. Die nach beiden Methoden gewonnenen Werte stimmen unter 
einander, mit Ausnahme des Pepsin Fairchilds, und des Pepsins 
ésterreichischer Heilmittelstelle iiberein, was wir auf den gréBeren 
EiweiBgehalt dieser Priiparate zuriickfiihren. Es wurde auch das 
Verhiltnis zwischen den Aminogruppen (Tabelle II, B) und COOH. 
Gruppen (nach Willstdtter) bestimmt (Tabelle III, C). 


Tabelle IIIT. COOH-Gruppen. 





A. B c 
Formol- COOH nach Willstatter 
Substanz titrat. |——_____ - 
COOH b) Freie NH,: COOH 
a) Gesamt Amino- 
df gruppen 
Pepsin Pharm. Brit. 14 eae Le 1,347 1,488 0.727 0.247 
~ ésterreichische Heilmittelstelle | 4,336 5,062 1,185 0.281 
is Fairchilds . ; Fee ee a 2,345 2,999 1,274 0,291 
a absol. Merck. ...... . 111,768 11,835 4,820 0.258 
‘ concentratum ......./|| 4,274 3,806 2.113 0.257 
in 2 inaktiv ... . || 5,354 5,338 4,414 0,263 


Die Trypteophanbestimmungen wurden nach Tillmanns-Al® durch- 
gefiihrt (Tabelle IV, A). 

Bei der Bestimmung der Methoxyl- und Methylimidgruppen 
(Tabelle IV, B) wurde die Arbeit von P. Haas* beriicksichtigt, dai 
entsprechend der GréBe der angewandten Einwage bestimmte Leer- 
werte abzuziehen sind, und zwar um so weniger, je gréBer die Einwage. 
Die Ergebnisse der Methoxylbestimmungen waren innerhalb der be- 
rechneten Leerwerte. 


Tabelle IV. Tryptophan und Methylimid. 





Sait A. Tryptophan B. Methylimidgruppen 
0 0 0 0 
Pepsin Pharm. Brit. 14 ...... 0,140 0,52 
2 ésterreichische Heilmittelstelle 0,543 0,22 
mt NOE atis cc Sy ea 8 0,354 0,22 
it; SE a. os Sets 1,480 0,62 
et ae 2,330 0,57 
_ ml a ee 2,325 0,69 


~ 


Oppenheimer-Pincussen, Meth. d. Fermente, 8. 976ff. 
2 Diese Zeitschr. 164, 135, 1926. 
3 Zeitschr. f. Mikrochem. 7, 69, 1929. 
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Es wurde weiter der Phosphor-, Kohlenstoff- und Wasserstoff- 
vehalt vom Pepsin absol. Merck, Pepsin concentr. und Pepsin concentr. 
inaktiv bestimmt (Tabelle V). Die angegebenen Werte sind Mittelwerte 
von vier bis fiinf Verbrennungen. 


Tabelle V. 
P-, C- und H-Gehalt. 





\ "2 Verbrennungen, 
Mittelwert 
Phosphor- ee 
rehalt Kohlen- Wasser- 
Assis stoff stoff 
0 ; ) 0 p ) 


Substanz 


0 


Pepum gpeul. Merck... <. +: s-5. 1.03 6,27 40,95 6.41 
concentratum ....... 0,36 2,32 48,32 6,45 
| ee 0.36 2.27 46.95 - 6.95 


Die bei Pepsin concentr. gewonnenen Werte sind den Verbrennungs- 
zahlen von Pekelharing! bei dem aus Magensaft gewonnenen reinsten 
Pepsin ahnlich. Seine Mittelwerte sind: 

C 51 bis 52%: H etwa 7%; N 143%. 

Die Biuret-, Millon- und Xanthoproteinreaktion war bei allen 
Praparaten positiv. Die Untersuchungen zeigen, daB das Verhiltnis 
zwischen den Amino- und Carboxylgruppen innerhalb enger' Grenzen 
bei allen Priparaten gleich war (Tabelle III, C) im Gegensatz zu den 
Anschauungen von Smorodinzew und Adowa?. Ebenso konnte keine 
Erhéhung im Gehalt der Aminogruppen gegeniiber den Carboxyl- 
gruppen beobachten werden, die Steigerung der Konzentration der 
Priparate war nicht von einer Steigerung des Verhiltnisses zwischen 
Amino- und Carboxylgruppen begleitet. Unser starkstes Praparat hat 
im Verhaltnis zum Gesamtstickstoff den geringsten Amino- und Carb- 


oxylgruppengehalt, was auf eine Befreiung von Ballastgruppen zuriick- 
gefiihrt werden muB. Ein Zusammenhang zwischen der Amino- und 
Carboxylgruppe einerseits, und der Pepsinwirkung andererseits ergibt 


sich aus den Verinderungen dieser Gruppen bei der Inaktivierung des 
Pepsins. Beide Gruppen erfahren eine starke Zunahme, die bei den 
Carboxylgruppen mit einer gleichzeitigen Verminderung des Poly- 
peptid-Carboxyls einhergeht. Da die Refraktion keinerlei Anderung 
bei der Inaktivierung erfaihrt, so kommt eine Entstehung von Spalt- 
produkten bei der Vermehrung der Amino- und Carboxylgruppen nicht 
in Frage, die Zahl der Molekiile ist bei der Inaktivierung unverandert 
geblieben. Weiter fanden wir bei den Verbrennungen eine geringe, 


1 Zeitschr. f. phys. Chem. 22, 282, 1897. 
2 Ebendaselbst 177, 187, 1928. 
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aber konstante Erhéhung des Wasserstoffgehaltes bei gleich geringe 
Verminderung des Kohlenstoffgehalts bei inaktiviertem Pepsin. Diese 
Anderungen sind am einfachsten erklarbar durch die Annahme eine: 
Wasseraufnahme, wobei eine CON H-Bindung aufgespalten wird. Ein 
soleche Wasseraufnahme unter der Annahme einer Aufspaltung eine: 
CONH-Bindung konnten Z. Freund und B. Lustig! bei der Hitze 
koagulation der EiweiBkérper und bei der Inaktivierung von Diphterie 
seren nachweisen. Die Wasseraufnahme bei der Inaktivierung erklirt 
auch das Verhalten der Trockenpriiparate des Pepsins, welche ein 
Erhitzen auf 100° durch mehrere Stunden ohne Schiadigung ihrer 
Verdauungskraft vertragen. Die gleichzeitige Verminderung des 
Polypeptidcarboxyls und Vermehrung der Gesamtamino- und Carboxy! 
gruppen bei der Inaktivierung ist wahrscheinlich auf eine Desaggregation 
der Pepsinmolekiile zuriickzufiihren. Bei der Einwirkung von Trypsin 
oder Pepsin auf Seidenfibroin konnte Wessely? ein Verschwinden der 
kolloidalen Eigenschaften des Seidenfibroins beobachten, wiahrend 
eine Entstehung von Spaltprodukten nicht nachgewiesen werden 
konnte, was Wessely mit einer Desaggregation ohne chemische Spaltung 
erklart. 

Bei starken Pepsinpriparaten konnte eine Steigerung des Trypto- 
phangehalts und eine Verminderung des Phosphorgehalts beobachtet 
werden. 

Zusammenfassend glauben wir sagen zu kénnen, da wir einen 
Hinweis dafiir erbracht haben, daB das Wesentliche der Pepsinwirkung 
auf das Zusammenwirken der Carboxyl- und Aminogruppen wahr- 
scheinlich zuriickzufiihren ist. Bei der Inaktivierung des Pepsins tritt 
wahrscheinlich eine Desaggregation des Pepsinmolekiils ein, unter 
gleichzeitiger Wasseraufnahme, welches eine Spaltung einer CON H- 
Bindung bewirkt. 


1 Diese Zeitschr. 167, 335 und 374, 1926. 
2 Zeitschr. f. phys. Chem. 135, 117, 1924. 
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Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit 
und Oberflichenspannung. 


Bemerkungen zu dem Aufsatz von A. Pines und M, Joffe. 


Von 
l.-\V. v. Hahn. 


(Aus der Kolloidbiologischen Station am Eppendorfer Krankenhaus in 
Hamburg.) 


(Eingegangen am 12. September 1929.) 


Vor kurzem teilten Pines und Joffe in dieser Zeitschrift! die Ergebnisse 
ihrer Untersuchungen tiber die Senkungsgeschwindigkeit der roten Blut- 
kérperchen (SR) und deren Abhangigkeit von der Oberflachenspannung 
mit. Sie geben dabei als etwas ganz Neues an, daB die SR und die Ober- 
flaichenspannung im Urin in keinem ersichtlichen Zusammenhang stehe, 
im Gegensatz zu Schemensky, von Ottingen, Bechhold und Reiner. Zu unserem 
Erstaunen wird hier eine Tatsache als Novum mitgeteilt, die wir bereits 
vor 3 Jahren? in dieser Zeitschrift mitgeteilt haben. Wir haben damals 
an 113 normalen Harnen gezeigt, daB jeder Hinweis auf einen Zusammen- 
hang zwischen den in Frage kommenden Konstanten fehlt; dieser Befund 
wurde an einer graphischen Darstellung niher erlautert. Somit kann das 
Ergebnis der Arbeit von Pines und Joffe, soweit es sich auf die Urin-Stalag- 
mone bezieht, nur als eine Bestiétigung unserer Befunde, nicht aber als 
neu gefundene Tatsache gewertet werden. 


1 Diese Zeitschr. 211, 420, 1929. 
2 Ebendaselbst 178, 262, 1926. 





Uber die vermeintliche Bildung der optisch aktiven Milchsiuren 
aus Kohlenhydraten unter dem Einflu6 des Sonnenlichts. 


Von 


Kurt P. Jacobsohn. 
(Aus dem Instituto Rocha Cabral, Lissabon.) 


(Eingegangen am 20. September 1929.) 


Im letzten Viertel des vorigen Jahrhunderts stellte 2. Duclaux 
Untersuchungen iiber die Spaltung von Kohlenhydraten unter der 
Einwirkung des Sonnenlichts an. Der Zuckerabbau wurde in alkalischer 
Lésung vorgenommen und ergab kleine Mengen Alkohol und Kohlen- 
dioxyd neben Ameisensiure und Oxalsdure, wenn die Bestrahlung in 
Kali- oder Natronlauge stattfand'. Bei Anwendung von Barium- 
hydroxyd oder Atzkalk an Stelle der Alkalien war das Ergebnis ein 
anderes*?. Duclaux fand bis zu 50°, des Ausgangsmaterials an Milch- 
siure, auBerdem beobachtete er das Auftreten von Kohlensiure und 
Essigsiure. Diese Ergebnisse hat Duclaux als Beweis fiir eine weit- 
gehende Ahnlichkeit zwischen dem. fermentativen Zuckerabbau und 
chemischer Zerlegung unter dem EinfluB des Sonnenlichts angesehen. 
Kine Bestatigung fiir diese Annahme war fiir Duclaux der Umstand, dai 
wie die Einwirkung von Bakterien auf Zuckerlésungen auch die Be- 
strahlung derselben durch Sonnenlicht, bei seinen Versuchen mit 
Bariumhydroxyd oder Atzkalk, zu optisch aktiven Milchsauren fiihren 
soll. Und zwar sollte Fructose linksdrehende und Maltose rechts- 
drehende Milchsaure liefern, wihrend Invertzucker, seinen Bestandteilen 
entsprechend, in inaktive Milchsiure umgewandelt werden sollte. 

Die spiatere Entwicklung der Zuckerchemie laBt diese Entstehung 
von aktiven Milchsaiuren aus Zucker als unwahrscheinlich erscheinen. 
Nach einer Theorie von Wohl sowie nach grundlegenden experimentellen 


1 E. Duclaux, Ann. de l'Instit. Agronom. 10, 293, 1887. 
2 Derselbe, Ann. de lVInstit. Pasteur 7, 751, 1893. 
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\rbeiten von Newberg und Mitarbeitern ist das Methylglyoxal als 
Zwischenprodukt des alkalischen Zuckerabbaues zu betrachten; es ist 
nicht einzusehen, warum unter dem EinfluB des Lichtes aus einem in- 
aktiven Kérper, wie Methylglyoxal in der gewoéhnlichen Formel 
(CH,.CO.COH) erscheint, aktive Milchsiure gebildet werden sollte. 
Denkbar wire bei neutraler Reaktion die Vererbung der optischen 
Aktivitat des Zuckers iiber die mit asymmetrischen Kohlenstoffatomen 
versehenen Methylglyoxalformen Neubergs, wie z. B. I und IT: 


I. CH,—((OH)—CH(OH); II. CH,—C CH(OH). 
om O 


Neuberg erklart durch ahnliche Strukturen, die den durch An- 
lagerung von Enzym an inaktives Methylglyoxal erhaltenen Gebilden 
zuzuerteilen sind, die Tatsache, daB aus Methylglyoxal mit Keton- 
aldehydmutase gebildete Milchsiure fast zu 100°, jedenfalls zu mehr 
als 50°, aus d(—)-Milchsiéure bestehen kann!. Jedoch ware im 
Falle Duclaux, in stark alkalischem Medium, die Bildung von 
beiden enantio-isomeren Siéuren unerklarlich; denn die Behandlung 
der Hexosen mit Alkalien bedingt ihre Enolisierung (Wohl und 
Neuberg, Nef); es stellt sich dadurch, gleichgiiltig ob man von 
Glucose oder Livulose ausgeht, immer dasselbe Gleichgewicht (Lobry 
de Bruyn und van Ekenstein) von Monosacchariden ein, so daB genetisch 
gleiche Endprodukte entstehen miissen. Maltose? und Fructose kénnen 
dabei also nicht zu Milchsiuren von verschiedener Drehungsrichtung 
abgebaut werden. Ein EinfluB des Sonnenlichts, wie Duclaux ihn be- 
schreibt, ware von hoher Bedeutung fiir die biologische Chemie. 


Zu einer Nachpriifung der Angaben Duclaux’ sah ich mich um so 
mebr veranlaBt, als seine Behauptungen in.verbreiteten Handbiichern 
wie ,, Beilstein‘ und ,,Lippmanns Chemie der Zuckerarten* referiert sind. 

Die Versuche Duclau2’ sind spiter von H. Zikes* wiederholt worden ; 
jedoch geht dieser Autor nicht auf die stereochemischen Eigenschaften 
der Milchsaure ein. 

Vorliegende Arbeit ist nicht dazu bestimmt, eine Bilanz des Zucker- 
abbaues durch Belichtung aufzustellen, sondern ausschlieBlich der 
Frage der stereochemischen Eigenschaften der entstehenden Milchsaure 
gewidmet. Die Nachpriifung der Arbeit des franzésischen Forschers 


1 C. Neuberg, diese Zeitschr. 51, 484, 1913; Derselbe, der Zuckerumsatz 
der Zelle, Jena 1913; C. Neuberg und E. Simon, diese Zeitschr. 179, 443, 
1926; C. Neuberg und M. Kobel, ebendaselbst 182, 470, 1927. 

2 Die von Duclaux verwandte Maltose reagiert entsprechend der Glucose. 
3 H. Zikes, Zentralbl. f. Bakt. 12, II. Abt., 292, 1904. 
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war dadurch erschwert, daB sich nur auBerst spirliche Daten iibe: 
Versuchs-anordnung und -dauer fanden, keine iiber Konzentration des 
Alkalis oder Zuckers und tiber die Art der Aufarbeitung der Ansitze. 
Die beschriebenen Versuchsanordnungen Duclaux’ wurden jedoch 
streng innegehalten. 


l- und 2°,ige Lésungen von Maltose und Fructose in Baryt- und 
Kalkwasser farbten sich rasch am Sonnenlicht und hellten sich in 
einiger Zeit wieder auf. Sie enthielten dann nur noch Spuren von Zucker 
Die Ansaétze wurden von iiberschiissigem Bariumhydroxyd und Kalk. 
wasser befreit und bei niedriger Temperatur eingeengt. Sodann wurden 
die Lésungen mit Ammonsulfat gesattigt!, mit Phosphorsiure an- 
gesiuert und erschépfend mit Ather extrahiert. Nach Aufarbeitung 
des Extrakts nach den Angaben von Neuberg und Kobel? resultierten 
bis zu 25°,, des Ausgangsmaterials an Milchsiure. Die Polarisation 
der gesdttigten Zinklactatlisung ergab ebenso wie die Bestimmung des 
Kristallwasser- und Zinkoxydgehalts den Beweis der Inaktivitdt des er- 
haltenen Zinklactats, fiir die schon die Schwerléslichkeit des Salzes in 
Wasser sprach. 


Wie sind nun die Drehungen bei Duclaux zu erklaren? Da er 
keine Angaben iiber die Aufarbeitung seiner Ansatze macht, sondern 
nur die Tatsache einer Drehung angibt, ohne auch tiber deren GréBe 
zu berichten, ist man auf Vermutungen angewiesen. Diese sprechen 
stark dafiir, daB die scheinbare Aktivitaét seiner Milchséiure auf der 
Anwesenheit von Saccharinsduren beruht, die unter den angewandten 
Bedingungen entstehen (Kiliani, Nef). Diese in Wasser sehr léslichen 
Saccharinsiuren blieben bei der Extraktion der Milchséure zum groBen 
Teil in der wiasserigen Fliissigkeit, die eine deutliche Drehung des 
polarisierten Lichts zeigte, olhie wesentliche Mengen von Zucker zu 
enthalten. Die Identifizierung der einzelnen Saccharinsduren fiallt 
nicht in den Rahmen dieser Arbeit. 


Der Zuckerabbau durch Alkali ohne Sonnenbestrahlung ist seit 
langen Jahren Gegenstand wissenschaftlicher Untersuchungen. Schon 
1871 fand F. Hoppe-Seyler® inaktive Milchséure als Reaktionsprodukt 
des Traubenzuckers mit Natronlauge. Nencki und Sieber* sowie 
Kiliani® berichten iiber einfache Methoden der Darstellung von 
racemischer ,,Garungsmilchsaiure* aus Glucose und Atzkali. Spéiter 


1 Siehe C. Neuberg, Der Harn, 8. 249. 

2 C. Neuberg und M. Kobel, Ann. Acad. Scient. Fenn. Serie A, 29, 
Heft 8, 1927. 

3 F. Hoppe-Seyler, B. 4, 346, 1871. 

4 M. Nencki und N. Sieber, Journ. f. prakt. Chem. (II) 24, 498, 1881. 

5 H. Kiliani, B. 15, 136, 1882. 
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machten Buchner und Meisenheimer! darauf aufmerksam, da die 
Hilfe des Sonnenlichts bei Anwendung von 5°,iger Kalilauge fiir die 
Milchsdurebildung nicht nétig ist‘. Sie gewannen im Dunkeln nach 
11 Monaten etwa 10°, des Ausgangsmaterials an Milchséure. J. Meisen- 
heimer erhielt® nach monatelangem Stehen von Fructose und Glucose 
in verdiinnter Natronlauge iiber 50°, des Zuckers an inaktiver Milch- 
siure; in jiingster Zeit machten Fischler, Tdufel und Souci*® weitere 
Angaben tiber die qualitativen und quantitativen Verhaltnisse. In 
allen diesen Arbeiten und noch anderen, die zu zitieren diese Arbeit 
nicht Gelegenheit gibt, wird zu den beschriebenen Befunden Duclau.’ 
keine Stellung genommen. Die letzteren sind also, bis auf die erwahnte 
Mitteilung von H. Zikes (1. c.), keiner Nachpriifung unterzogen worden. 
Jedoch weist die Literatur zahlreiche Arbeiten iiber die Wirkung des 
Lichtes auf Zuckerlésungen auf. Den natiirlichen Bedingungen am 
nichsten kommen die Versuche Neubergs#: Unter der Sauerstoff 
iibertragenden Wirkung von Schwermetallsalzen (Eisen, Uran) und 
Farbstoffen erfolgt Oxydation der Zucker zum Oson neben anderen 
Produkten wie Aldehyden, Ketonen, Kohlenmonoxyd und Kohlen- 
dioxyd. Reine Traubenzuckerlésungen werden durch Sonnenlicht 
nicht zersetzt, wohl aber in Gegenwart von so viel Soda ®, dai im 
Dunkeln bei einer Temperatur von 37° keine Zersetzung der Dextrose 
eintritt (P. Mayer). Die Bildung von Milchsaure trat unter diesen 
Bedingungen nicht zutage. 

E. Duclaux war im Irrtum, als er eine Vererbung der optischen 
Aktivitat der Zucker auf die Milchsiure unter Vermittlung des Sonnen- 
lichts annahm. Er kannte damals nicht die Zwischenprodukte des 
Zuckerabbaues. Die Fermentchemie hat das alte Problem der physio- 
logischen Entstehung der natiirlichen optisch aktiven Verbindungen 
gelost. 

Experimenteller Teil. 

Zur Verwendung gelangten 1- und 2°ige Zuckerlésungen. *Maltose 
bzw. Fructose wurden direkt in gesattigtem Baryt- bzw. Kalkwasser gelést, 
weil dann die Umsetzung am schnellsten erfolgte. Die Kalkwasseransatze 
enthielten einen Bodensatz von Kalk. Die Lésungen wurden in Erlenmeyer- 
kolben der intensiven Sommersonne Portugals ausgesetzt. Sie standen 
mit der Luft durch Natronkalkréhrchen in Verbindung, die eine Neutrali- 
sation der Erdalkalien durch Luftkohlensiure verhinderten. 

De Maltose- und Fructoseansatze in Barytwasser farbten sich in 
wenigen Minuten gelb; die 1 °%igen Lésungen waren binnen 3 Tagen dunkel- 
braun und in 6 bis 8 Tagen ziemlich gleichmaéBig wieder entfarbt und 


E. Buchner und J. Meisenheimer, B. 38, 620, 1905. 

J. Meisenheimer, B. 41, 1009, 1908. 

F. Fischler, K. Taéufel und S. W. Souci, diese Zeitschr. 208, 191, 1929. 
C. Neuberg, diese Zeitschr. 18, 305, 1908; 29, 279, 1910; 89, 158, 1912. 
P. Mayer, ebendaselbst 32, 1, 1911. 
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praktisch zuckerfrei, wahrend die 2°,igen Lésungen nach 10 bis 12 Tage: 
wieder farblos waren. 

Kalkwasseransitze mubten linger belichtet werden. 1°ige Fructos« 
und Maltoselésungen waren ziemlich gleichma8ig nach 12 bis 16 Tage: 
zuckertrei, 2°,ige nach 3 bis 4 Wochen. Kontrollen aller Ansaétze wurde: 
im Dunkeln aufbewahrt. Die Entfarbung dieser Lésungen dauerte linger. 
was aber auch auf die niedrigere Temperatur des Dunkelzimmers zuriick 
gefiihrt werden kann. Diese betrug am Tage etwa 30°, waihrend die Tem 
peratur der belichteten Kolben bis 45° stieg. 

Sobald der negative Ausfall der Zuckerreaktion nach Molisch das 
Ende des Abbauvorgangs anzeigte, wurde die gebildete Milchsaéure als 
Zinklactat isoliert. Zu diesem Zwecke wurde der Uberschu8 an Baryt 
bzw. Kalk mit Kohlendioxyd ausgefallt, und die filtrierte Lésung aut dem 
Wasserbad mit Hilfe einer warmen Luftdusche bei 30° bis auf etwa 100 ccm 
eingeengt. Die riickstindige Lésung wurde mit Ammonsulfat gesattigt und 
siebenmal mit Ather extrahiert, nachdem die filtrierte wisserige Lésung 
mit Phosphorsiéure gegen Kongo angeséuert worden war. Nach Ver- 
dampfung des Athers wurde das Residuum mit Wasser aufgenommen und 
darauf zur Vertreibung der fliichtigen Sauren 1 Stunde auf dem Wasserbad 
erwarmt. Die weitere Aufarbeitung der Ansatze erfolgte nach dem Vor- 
gehen von Neuberg und Kobel (l.c.). Die wasserige Lésung wurde mit 
alkalifreiem Bleicarbonat auf dem Wasserbade bis zur Neutralisation 
erwarmt und iiber Nacht im Eisschrank belassen. Am folgenden Tage 
wurde filtriert und mit Eiswasser gewaschen, sodann das Bleisalz des 
Filtrats mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Nach Abfiltration des Bleisulfids 
wurde die klare Lésung durch einen Luftstrom vom Schwefelwasserstoff 
befreit und dann eine Stunde mit alkalifreiem Zinkoxyd auf dem kochenden 
Wasserbad erwarmt; darauf wurde filtriert und mit heiBem Wasser ge- 
waschen. Die Zinklactatlésung wurde sodann auf dem Wasserbad ver- 
dampft, bis sich das milchsaure Zink kristallinisch abschied. Es wurde nach 
Behandlung mit Tierkohle aus heiBem Wasser umkristallisiert. 


Die im Dunkeln aufgestellten Kontroilen wurden nicht aufgearbeitet, 
da aus den Ansa&tzen am Sonnenlicht nur inaktive Milchséure gewonnen 
worden war. 

Aus Barytwasseransaétzen wurden auf die gleiche Weise 15 bis 25° 
des angewendeten Zuckers als Milchséure in Form von Zinklactat isoliert. 
Die Ausbeuten aus Maltose und Fructose waren etwa die gleichen; ebenso 
war die Zuckerkonzentration ohne wesentlichen EinfluB8 auf die Ausbeute 
an Milchséiure. Dasselbe gilt fiir die Ansatze mit Kalkwasser, hier waren 
8 bis 12°, der Zuckermenge in Milchséure verwandelt. Duclaux gibt Aus- 
beuten bis zu 50°, an, macht aber keine klaren Angaben iiber die Be- 
dingungen, unter denen diese Ergebnisse erzielt wurden. 

Das Zinklactat wurde qualitativ durch die Reaktion von Denigés mit 
alkoholischer Codéinlésung nachgewiesen und auf verschiedene Arten 
anal ysiert. 


Die Priifung der sterischen Eigenschaften des erhaltenen Lactats 
erfolgte einmal durch Polarisation der gesaéttigten warmen Lactatlésung, 
die ein absolut negatives Resultat ergab, und zweitens durch Bestimmung 
des Kristallwassergehalts des milchsauren Zinks; bekanntlich hat das 
Racemat drei Molekiile H,O oder 18,18 °% ; das aktive Salz kristallisiert mit 
zwei Molekiilen H,O oder 12,88°%, Wasser. 
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Vermeintl. Bildung optisch aktiver Milchséuren aus Kohlehydraten. 
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Die Analysen von Zinklactaten aus den Ansétzen mit Baryt- odet 
Kalkwasser, durch Abbau von Maltose oder Fructose gewonnen, hatten 
olgende Ergebnisse : 


0,1457 g lufttrockenes Salz gaben 0,0265 ¢ H,O ab und lieferten 


0,0398 g ZnO (Fructose Sarytwasser). 
0,1434 ¢ ” ” »  0,0259¢ H,O ab und lieferten 

0,0394 g ZnO (Maltose + Barytwasser). 
0,1426 g 99 ‘ a 0,0259 g H,O ab und lieferten 

0,0388 g ZnO (Fructose Kalkwasser). 
0,1406 g os - a 0,0255 g H,O ab und lieferten 

0,0382 ¢ ZnO (Maltose Kalkwasser). 


Zn (C,;H,0,;), + 3H,O. Ber.: H,O 18.18%; ZnO 27,28%. 
Gef.: H,O 18,19%; ZnO 27,32%. 

H,O 18,06°%,; ZnO 27,48°,. 

H,O 18,16%; ZnO 27,21%. 

H,O 18,14%; ZnO 27,17%. 





MaBanalytisch wurde das erhaltene Zinklactat durch die modifizierte 
Milchséurebestimmung nach v. Fiirth und Charnass' identifiziert. Die 
Titration des durch Oxydation der Milchsiure erhaltenen Acetaldehyds 
lieferte erneut den Beweis fiir die Einheitlichkeit meiner Substanzen. 


1 C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, Band LIT 8. 1272. 
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I. Einleitung und Fragestellung. 


Vor mehreren Jahren haben wir darauf aufmerksam gemacht (1), 
daB dieselben Regeln der Eichung, die fiir Hormonpraparate geringen 


1 Die Durchfiihrung dieser Untersuchungen wurde mir allein durch 
die Mitwirkung meines langjaihrigen chemischen Mitarbeiters Herrn 
S. Veshnjakov erméglicht, der simtliche Extrakte herstellte (vgl. S. Veshn- 
jakov und A. Lipschiitz, diese Zeitschr. 210, 348, 1929). Es sei ihm auch 
an dieser Stelle mein warmer Dank ausgesprochen. Herrn Hilfsassistent 
stud. med. E. A. Wilckens bin ich zu Dank verpflichtet fiir die Hilfe bei 
der Herstellung der Lésungen, bei den Injektionen und der Protokollierung. 
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Reinheit( grades geeignet sind, sich méglicherweise fiir weitgehend 
yereinigte¢ Praparate nicht eignen. Wir glaubten die Méglichkeit beriick- 
sichtigen zu miissen, daB die Resorption der unter die Haut gespritzten 
Priiparate und ebenso die Ausscheidung des Hormons je nach dem 
Grade der Reinigung verschieden sein kiénnte. Schon Allen und Doisy (2) 
hatten auf Grund verschiedener Beobachtungen darauf hingewiesen, 
daB das Zustandekommen der Brunst augenscheinlich zur Voraus- 
setzung hat, daB innerhalb einer bestimmten Zeit Hormon im Blute 
kreise. 

Gelegentlich unserer Beobachtungen am Brustdriisenapparat von 
mannlichen Meerschweinchen mit verpflanztem Eierstock (Steinachsche 
Hyperfeminierung) hatten wir das Problem der Hormonkonzentration, 
die fiir eine bestimmte Dauer aufrechtzuerhalten sei, eingehend er- 
értert (3), und wir waren bemiiht, Gesichtspunkte, die wir im Trans- 
plantationsversuch gewonnen hatten, auch in unseren Versuchen mit 
weitgehend gereinigten Extrakten aus Follikelfliissigkeit anzuwenden. 
Wir fiihrten damals aus, da8 unter diesen Voraussetzungen die Brunst 
mit schnell resorbiertem und schnell wieder ausgeschiedenem, gereinigtem 
Hormon schwerer aufrechtzuerhalten sein wird als mit weniger ge- 
reinigtem (1). Bei geringerem Reinheitsgrad wird eine gespritzte 
Hormonmenge die Grenzkonzentration des Hormons in den Kérper- 
fliissigkeiten fiir ldngere Zeit aufrechterhalten kénnen, als es dieselbe 
Hormonmenge von héherem Reinheitsgrad vermag, wenn sie schnell 
resorbiert und schnell wieder ausgeschieden wird. Dieselbe Hormon- 
menge wird in dem einen Falle eine langer dauernde Brunst, in dem 
anderen eine nur kurzdauernde Brunst bedingen. So schien es uns 
wichtig, die Eichung so zu gestalten, da} die Brunstreaktion schlechtweg 
als MaS der Wirkung diene. Wir glaubten darum im Einklang mit 
Laqueur und seinen Mitarbeitern (4) als Zeichen der Wirksamkeit, 
oder als Einheit, ein Durchgangsstadium der Brunst wahlen zu miissen, 
wo nach dem Verschwinden der Leucocyten groBe Massen von Epithel- 
zellen, mit Hornzellen untermischt, das Bild des Scheidenausstrichs 
bestimmen. Die Erkennung dieser Reaktion, des Proéstrus, der um 
etwa 24 Stunden dem reinen Schollenstadium vorauseilt, wird wesentlich 
erleichtert, wenn der Ausstrich zweimal taglich wiederholt wird. 

Es lief bei dieser Methode alles darauf hinaus, auch eine kurz- 
dauernde Brunst nicht zu iibersehen. Auch Allen und Doisy (2) (5) 
haben von Anfang an immer wieder auch kurzdauernde Brunstreaktionen 
mit beriicksichtigt, obwohl das Vorhandensein eines reinen Schollen- 
stadiums Regel der Eichung fiir sie wie auch fiir Zondek und Aschheim (6) 
blieb. Laqueur und Mitarbeiter dagegen haben die Brunstreaktion 
ohne reines Schollenstadium zum Prinzip der Eichung gemacht. Auch 
wir haben uns dieser Art der Eichung bis Anfang Marz dieses Jahres 











} 
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bedient (1) (7) (8). Wir sind jedoch in weiteren Untersuchur gen daz 
iibergegangen, wie Zondek und Aschheim, auf reines Schol enstadium 
zu eichen, weil wir uns tiberzeugen muBten, dafb die Schwierigkeiten 
die sich der Eichung weitgehend gereinigter Hormonpraparate aut 
reines Schollenstadium entgegenstellten, sich vollkommen beheben 
lassen, wenn bestimmte Regeln der Eichung eingehalten werden. 

Auf den Proéstrus, der durch das Verschwinden der Leucocyten 
durch massenhaftes Auftreten von’ Epithelzellen und — je nach der 
Dauer des Proéstrus —- durch Beimischung von mehr oder wenige: 
Hornzellen gekennzeichnet ist, folgt normalerweise das reine Horn 
zellenstadium. Bei der durch Hormonzufuhr experimentell erzeugten 
Brunst sind nun drei verschiedene Ausginge des Prodéstrus méglich 

1. Ist die Brunstreaktion nur von sehr kurzer Dauer, so folgt auf 
das Bild des Proéstrus ein solches, wo neben Epithelzellen Leucocyten 
in wechselnder Menge vorhanden sind. 

2. Ist die Reaktion von etwas laingerer Dauer, so folgt auf das 
Stadium der Epithelzellen ein Bild, wo nur Schollen in groBen Massen 
neben Leucocyten vorhanden sind. 

3. Dauert die Reaktion noch linger, so folgt —- wie beim normalen 
Tiere — das reine Schollenstadium, bevor wieder Leucocyten auftreten 

Wer auf ,,Proéstrus* geeicht hat, wird es in der Mehrzahl de 
Fille mit der unter 2. genannten Moéglichkeit zu tun gehabt haben 
Und es ist von groBem Interesse, daB der unter 2. genannte Ausgang - 
Schollen neben Leucocyten —- von Burn (9) als Zeichen des zustande 
gekommenen Ostrus genannt wird; mit Recht, denn augenscheinlich 
haben Laqueur und seine Mitarbeiter und wir gar nicht auf Proéstrus 
geeicht, wie wir glaubten, sondern auf einen kurzdauernden Ostrus, wo 
das Schollenstadium sich vielleicht auf wenige Stunden erstreckte. 
Da uns jedoch die Dauer des reinen Schollenstadiums bei dieser Priifungs- 
methode wie auch bei Burn volistandig unbekannt bleibt, so ist jener 
Technik der Vorzug zu geben, bei der auf ein reines Schollenstadium 
von bestimmter Dauer geeicht wird, wie das Zondek und Aschheim (6) 
urspriinglich vorgeschlagen hatten. 

Macht man den Ausstrich alle 12 Stunden, so wird man vielfach ein 
reines Schollenstadium finden, wo man bei blof alle 24 Stunden wieder- 
holtem Ausstrich Schollen und Leucocyten gefunden hiitte. 

Wir hatten urspriinglich vorgeschlagen (1), den Ausstrich alle 8 Stunden 
zu wiederholen, wie das auch Bugbee und Simond (10) getan haben. Abe! 
fiir die Laboratoriumspraxis ist das nicht sehr bequem; wir machen den 
Ausstrich um 9 Uhr morgens und 6 Uhr abends. 

Die Aussage iiber die wirksame Mengeneinheit von Hormon wird. 
wie aus dem Obigen ersichtlich, nicht nur davon abhangen, ob man 
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vinen in Ostrus tibergehenden Proéstrus (Laqueur), ein reines Schollen- 
tadium (Allen und Doisy, Zondek) oder ein Stadium aus Schollen und 
Leucocyten (Burn) der Eichung zugrunde gelegt, sondern die Aussage 
wird auch wesentlich bestimmt dadurch, ob ein- oder zweimal im Tage 
ausgestrichen wird. Bedenkt man ferner, daB die Reaktion, wie bekannt, 
weitgehend abhangig ist von der Zahl der Einzeldosen, auf die die zu 
injizierende Menge verteilt wird, daB die Empfindlichkeit oder richtiger 
die Reaktionsart der einzelnen Tiere auBerordentlich verschieden ist, 
daB die Reaktionsart sogar dadurch mit bestimmt werden kann, ob 
vor der Injektion schon Ausstriche gemacht wurden oder nicht (siehe 
Abschnitt LIT, 4), so wird man verstehen, daB alle Angaben iiber die 
Zahl der Einheiten in hormonhaltigen Flissigkeiten nur ganz bedingten 
Wert haben kénnen. So fanden wir, solange wir die zu injizierende 
Menge auf einmal oder in zwei Gaben an demselben Tage spritzten, 
im Durchschnitt etwa 5000 Miuseeinheiten im Liter Harn aus der 
zweiten Halfte der Schwangerschaft. Nachdem wir aber, den Vor- 
schlagen der Autoren folgend und namentlich unter dem Einflu8 der 
Arbeit von Dodds (11), dazu iibergingen, die zu injizierende Menge 
auf 3'Tage zu verteilen, fanden wir in Hormonlésungen von ziemlich 
weitgehender Reinigung bis 30000 Mauseeinheiten im Liter, wie das 
auch Laqueur und Mitarbeiter (12) angeben. 

Wir haben eine Reihe von Fragen untersucht, die die Beziehungen 
zwischen Menge und Wirkung des zugefiihrten Ovarialhormons be- 
treffen. Insbesondere haben uns zwei Fragen interessiert. 

1. Wird das Reaktionsbild, das bei Zufuhr eines Vielfachen der 
Einheit zustande kommt, durch die Reinheit des Praparats beeinfluBt ? 
Es ist gleichzeitig auch die praktisch bedeutungsvolle Frage nach 
dem Schicksal des subkutan zugefiihrten Hormons. 

2. Welch ein Gesamtreaktionsbild bietet eine Gruppe von Tieren 
nach Zufuhr solcher Hormonmengen dar, die eben ausreichen, um bei 
einem Tile der Tiere reines Schollenstadium zu erzielen? Diesé Frage, 
die wir nach den weiter unten zu erérternden Befunden von Coward 
und Burn (13) aufwerfen muBten, erwies sich von groBem theoretischen 
Interesse. 

II. Methodisches. 

In allen unseren Versuchen haben wir den Ausstrich zweimal taglich 
mit Platinése ausgefiihrt und nach Giemsa gefarbt'. 

Wie schon erwahnt und wie wir uns im folgenden immer wieder itiber- 
zeugen werden, ist fiir die Beurteilung des Ergebnisses einer Priifung von 
wesentlicher Bedeutung, wie lange die Brunst, durch ein reines Schollen- 
stadium gekennzeichnet, bestanden hat. Es hat sich uns als zweckmabig 


1 Wir farbten friiher mit Hamatoxylin-Eosin, sind dann jedoch auf 
den Rat von Dr. H. Kollas zu Giemsa iibergegangen. 


Biochemische Zeitschrift Band 215. 15 
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erwiesen, ein leucocytenfreies, reines Schollenstadium von 12 Stunden 
Dauer mit C zu bezeichnen; sind Leucocyten neben den Hornzellen vor- 
handen, so setzen wir ein L vor das C. Es bedeutet somit LC einen Zustand, 
wo auf einen leucocytenfreien Proéstrus, durch Epithelzellen und Horn- 
zellen gekennzeichnet (H oder EC), nicht C, sondern ein Gemisch von 
Hornzellen und Leucocyten gefolgt ist. Es entspricht LC den Fallen 2 und 3 
der Einteilung von Burn [(9), vgl. 8S. 100], waihrend C seinen Fall 1 darstellt. 
Es sei ausdriicklich hervorgehoben, daB LC nach der Definition von Burn 
nicht etwa bedeutet, dap die Leucocyten nicht verschwunden waren, was ja 
ebenfalls vorkommt, sondern, daB auf einen leucocytenfreien Prodstrus, der 
in der Regel 24 Stunden anhalt, ausgiebige Schollenbildung folgte, daB jedoch 
im Moment, wo der Ausstrich gemacht wurde, Leucocyten bereits wieder er- 
schienen waren. 

Der normale Gang von Diéstrus zu Ostrus und zuriick zu Diéstrus 
14Bt sich abgekiirzt, unter Weglassung von Einzelheiten des Ausstrich- 
bildes und der Ubergangsstadien, in folgender Weise schematisch darstellen : 

L— E—-> C—-> LC—> L 


Es ist LC ein Reaktionsbild, das auf den ersten Blick in zweierlei 
Weise gedeutet werden kénnte: als unvollkommene Brunst oder als kurz- 
dauernde Brunst. Das letztere ist sicher dann der Fall, wenn dem LC ein 
leucocytenfreies H vorausgegangen ist. Je kiirzer C, um so gréBer die 
Wahrscheinlichkeit, daB der auf den Prodéstrus folgende Ausstrich nicht 
mehr in C, sondern bereits in LC fallen wird. 

Allerdings mu8 zugegeben werden, da8 man in Injektionsversuchen 
zuweilen einen atypischen Verlauf antrifft, derart, daB 

L— E—> LC—> C—> LC— L. 

In diesen atypischen Fallen treten Leucocyten neben C auf, um wieder 
zu verschwinden. Wie diese Faille zu deuten sind, ist eine Frage fiir sich. 
Wir erwahnen sie hier, um zu betonen, daB8 unter Umstaénden LC auch 
eine andere Bedeutung zukommen kann, als die eines schnell zu Ende 
laufenden reinen Schollenstadiums (vgl. auch Abschnitt III, 1, Besprechung 
der Tabelle IT). 

Es sind von den Autoren sehr verschiedenartige Bezeichnungen aus 
Kompbinationen von + und — vorgeschlagen worden, um das Reaktionsbild 
zu kennzeichnen. Fiir den eigenen Gebrauch wird natiirlich jeder die ihm 
bequemste Art der Bezeichnung durch + und — und ihre Kombination 
wahlen; fiir die gegenseitige Verstandigung diirfte es jedoch zweckmaBiger 
sein, bei der Bezeichnung des Reaktionsbildes mit HE, ZL und C zu hand- 
haben, weil man dabei am ehesten Mi®verstaindnissen aus dem Wege geht. 
Fiir seinen eigenen Gebrauch wird man durch Einklammern und Unter- 
streichen auch das gegenseitige Mengenverhaltnis kennzeichnen kénnen, 
wobei wir allerdings, im Gegensatz zu Loewe (14), nicht fiir bewiesen halten, 
daB man aus dem Mengenverhaltnis von L, E und C im Ausstrich Hormon- 
mengen berechnen kann. 

In der Tabelle I geben wir ein Schema, in dem die Bezeichnungen 
der Autoren fiir ,,positiv’‘ denjenigen gegeniibergestellt sind, die wir hier 
in Vorschlag bringen. 

Wir glauben, daf die Bezeichnung in Symbolen, die ohne weiteres 
jedem verstandlich sind, der mit der Ausstrichmethode arbeitet, von Vorteil 
sein kénnte. Ein Vergleich der SpaJten 2 und 3 ergibt, daB ein und dasselbe 
Reaktionsbild, wie z. B. (L) HC, bei verschiedenen Verfassern mit ver- 
schiedenen Kombinationen von + und — bezeichnet wird. 
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Tabelle I. 





Vom betr. Verfasser | 


Vertasser und Publikation | formeschlagene, | Darstellung. in allgemin- 
| positiv | 
Doisy und Allen (5) + | 4 
4-4 CC» C- 
| oa EC(?) 
Kahnt und Doisy (15) | + C 
+++ EC 
++ (L) EC 
Zondek und Aschheim (6) | | C 
Laqueur u. Mitarbeiter (4) | + (LI EC 
++ Cc 
Burn (9) Cc 
| E> E> Lé 
E—~ EC > L¢ 
Lipschiitz und Veshnjakov (L) EC 
1926 (1) (7) 
Dieselben 1929 (8) E—~> EC> LC 
Dieselben, vorlieg. Arbeit ausschlieBlich C oder C—» C—~».-.-- 


Hin und wieder findet man im Giemsapraparat in einem vollkommenen 
Schollenbild bei eifrigem Suchen ganz vereinzelte, in der Regel zerfallende 
Leucocyten, die man itibersieht, wenn man nicht besonders darauf achtet. 
Von dem Kakhnt-Allenschen Fall +++ oder (ZL) EC unterscheiden sich 
diese Falle dadurch, daB nur C, und nicht E vorhanden und da der Leucocyt 
in der Regel in Zerfall begriffen ist. Es mag dahingestellt bleiben, ob es 
zweckmabig ware, diese Falle besonders zu kennzeichnen, etwa durch ((L))C. 

Sehr wichtig dagegen erscheint uns, daB zwischen LC und C aus- 
einandergehalten werde, was Burn in seinen praktischen Eichungsvorschlagen 
nicht tut. Wir werden uns namentlich in Abschnitt III, 2 iiberzeugen 
kénnen, da8 man im Gruppenversuch den Schwerpunkt der prozentischen 
Haufigkeit der Fille von C nach LC verschieben kann, wenn man eine 
bestimmte Dosis unterschreitet. 


Ill. Versuche. 


1. Vergleichende Versuche mit groBen Mengen von Hormonlésungen ver- 
schiedenen Reinheitsgrades. 


Seit Allen und Doisy ist bekannt, da®B man ein iiber mehrere Tage sich 
erstreckendes Schollenstadium (C-—» C— >...) erzielen kann, wenn 
man Hormonmengen spritzt, die iiber die Einheit hinausgehen. Im AnschluB 
an Doisy und Allen sind ahnliche Versuche von Loewe (15) ausgefiihrt 
worden, der die Befunde der amerikanischen Autoren bestiitigte. Allen 
und Doisy (16) teilten spater jedoch auch mit, daB sie mit 10 bis 20 Einheiten, 
die innerhalb 24 Stunden gespritzt wurden, ein Schollenstadium erzielten, 
dessen Dauer nicht gréBer war als nach Zufuhr von | bis 2 Einheiten. 


Fiir uns handelte es sich darum, den Reaktionsverlauf nach Zufuhr 
groBer Mengen von Praparaten verschiedenen Reinheitsgrades ver- 
gleichend zu betrachten und zu untersuchen, ob der Verlauf durch 
den Grad der Reinheit mit bestimmt wird. 


15* 
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Es dienten uns fiir den Vergleich drei Priparate, die im Reinheits- 
grad so verschieden waren, daB die Einheit beim gereinigten Praparat 
(F. 18) um etwa das 60fache geringer war als beim weniger ge- 
reinigten (F. 6). 

a) Préparat F.6. Bei Verteilung auf vier Gaben in 2 Tagen waren 
0,17 mg ausreichend, um C zu erzeugen. 

Diese Menge wird hier als ,,Einheit“* bezeichnet; das hat jedoch nu: 
bedingte Bedeutung, da man bei Verteilung der Gaben auf 3 Tage mit 
F. 6 schon mit der Halfte C erzielen kann. Vgl. Abschnitt ITI, 3 und ins- 
besondere Tabelle VIII. sf 

Es handelt sich um einen Atherextrakt, der viele Monate lang in Alkoho! 
aufbewahrt wurde. Fiir die Injektion wurde die alkoholische Lésung in 
Ringer aufgeschwemmt. Es mubBte sofort injiziert werden, da sich beim 
Stehen ein Bodensatz bildete (vgl. hierzu Abschnitt ITI, 5). Die Wirksam- 
keit dieses ungereinigten Praparats hatte sich bei Aufbewahrung in Alkohol 
10 Monate lang unverdndert erhalten. 

Eine Verdopplung der Dosis kam im Reaktionsbild nicht zum 
Ausdruck, indem keine Verlangerung des Schollenstadiums erziclt 
wurde. Als wir jedoch zehnmal konzentriertere Aufschwemmungen 
in Ringer herstellten, um auf diese Weise das Zehn- und Mehrfache 
der Grenzdosis zu spritzen, bekamen wir, wie zu erwarten, eine sehr 
weitgehende Verlangerung des Schollenstadiums. 


Tabelle I]. F.6. M.-E. = 0,17 mg. 





ox | Injizierte | ‘ ; 
- Menge | ry Zahl Gesamtzahl ‘eeeebs 
Versuch} ,“® | Trocken- |. ..9& | der ER eee or se Bemerkungen 
Injek- | cubstanz | iJizierten Wuase | dar Grams) _YO%.< 
tionen | | M.-E. rueneies PPC! pro Tier 
ee ae | 
ae Be 0,17 1 31 32 10 | imal LC, 24mal | 
| | pis 20 
te ie 1,68 10 §#=19 | 45 28 imal LC, sonst 1 
, bis 8 C 
Ill 4 . ., Se bee. ee ee 20 | 8,7 7 bis 11 € 
IV + 672 | #4 | 10 153 | «168 9 bis 23C 
V 4 33,6 200 | 5 | 147 | #24 ll bis 47 C 
* Nur bedingt mit den iibrigen Versuchen vergleichbar, da bei Verteilung auf 4 Einzel- 
gaben und 2 Tage sich wohl eine griéfere Durchschnittszahl fiir C ergeben hitte. — II bis V: 


stets gleiche Verdiinnung, mit Riicksicht auf Abschnitt UJ, 5. 


Wie aus der Tabelle II ersichtlich, nahm die Dauer des Schollen- 
stadiums mit der Menge der injizierten Einheiten zu. Wenn auch 
sehr groBe Schwankungen in der Dauer von C vorhanden waren, so 
nehmen doch die Minimal- und Maximalzahlen von Gruppe zu Gruppe 
zu. In der Gruppe mit 200 Einheiten, die in 2 Tagen gespritzt wurden, 
betrug die Dauer des Schollenstadiums 54% bis 231 Tage, im Durch- 
schnitt etwa 2 Wochen. 

Allerdings ist eine Einschrankung zu machen. 
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In der Gruppe ITI (40M.-E.) kamen in ganz unregelmaBigen Ab- 
standen zwischen reinem Schollenstadium auch Tage mit Beimengung 
vereinzelter Leucocyten vor. Ihre Zahl war jedoch minimal; auch waren 
die Leucocyten in der Regel deutlich veraindert, derart, daB sie bei der 
Giemsafarbung ein verwaschenes Bild zeigten. In der Gruppe mit 200 Ein- 
heiten konnten von Zeit zu Zeit auch gréBere Mengen von Leucocyten 
beobachtet werden. Diese Verhaltnisse seien durch den Verlauf zweier 
Versuche aus der Gruppe IV dargestellt?: 

Maus Nr. 28: (L)C — 10C — 2(L)C — 40 — (L)C — LC —-5€ 

(L)C — C — (L)C — 2C — (L)C 4C (L)C 11C 47. 

Maus Nr. 29: 10C — 4LC — C — 10(L)C und LC 2C LC 

2C = 30. 

Ob in diesen Schwankungen ein von den Sexualhormonen unab- 
hangiger Rhythmus zum Ausdruck kommt, wie das in anderen Zusammen- 
hangen Brouha und Simmonet (18) und neuerdings Kostitsch (19) vermutet 
haben, wagen wir nicht zu sagen. 

Fiir uns ist hier wichtig, daB die Dauer des reinen Schoilenstadiums 
nach Zufuhr von groBen Mengen des ungereinigten Praparats auch dann 
auBerordentlich erscheint, wenn wir nur die reinen C-Punkte zahlen. 

Dem Befund mit Injektion groBer Mengen des ungereinigten 
Praparats seien nun diejenigen mit Injektion weitgehend gereinigter 
Praparate gegeniibergestellt. 

b) Préparat Prot. XIV. Ein wasserklares Praparat, das nach 
unseren bereits veréffentlichten Angaben (8) hergestellt wurde und 
iiber 100 Einheiten im Kubikzentimeter enthielt. Das Gewicht der 
M.-E. betragt nach unseren Erfahrungen mit derartigen Lésungen 
weniger als 0,01 mg. 

Bei Verteilung auf vier Einzelgaben in 2 Tagen konnte mit 0,01 
bis 0,03 cem (4 X 0,1 bis 0,3cem der 40fach verdiinnten Lésung) bei 
vier bis sechs Tieren C bis 2C erzielt werden. Mit 3,0 ccm, auf vier 
Gaben verteilt (4 x 0,75 cem der unverdiinnten Ausgangslésung), wurden 
in einer Gruppe von drei Tieren 2 bis 5C erzeugt. Eine Steigerung 
der Dosis um das 100fache hatte im Héchstfalle ein Schollenstadium 
von 2\,tagiger Dauer bewirkt. ) 

c) Prdéparat F. 18. Dieser Versuch (Tabelle ILL) ist von gréBerem 
Interesse, weil es sich um ein Praparat handelt, das wir in verschiedenen 
Zusammenhingen sehr eingehend in insgesamt 165 Einzelversuchen 
gepriift hatten. Fiir die Untersuchung der Frage, die uns an dieser 
Stelle interessiert, wurde zwischen 3 und 600 y variiert. Das Ergebnis 
war ganz eindeutig. Rechnen wir mit 3 y als Einheit?, so erweist sich 
bei zwei und mehr Einheiten die Zahl der C-Punkte vermehrt. Be- 


1 Die Zahl vor C usw. gibt an, daB soundso viele Ausstriche hinter- 
einander dasselbe Bild aufwiesen. 

2 Nach Burn (9) ware die Einheit bloB 1,5 y, und wir hatten dann bis 
400 Einheiten gespritzt, ohne mehr als einen 3',tagigen Ostrus zu erzielen. 
Vgl. den folgenden Abschnitt und insbesondere Tabelle IV. 
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Tabelle III. 


F. 18; 2. Juli 1929. M.-E.> 3y (vgl. auch Tabelle IV). 3 mg Trocken- 
substanz in 1eem Alkohol; fiir den Versuch 600- bzw. 6mal verdimnt. 








Art | ym | 
der Inji- Durch- 
la | ot x Zahl | Gesamt- Y 
“ween ™ trad der | Zierte | Ein- : schnitts- 
Versuch) TiJek- | Verdiinnung | Menge | heiten | st Se | oe) en 
ecm y | von ¢ 
I 16. 4,9 1: 200000 > i<s “Ged 12 2mal LC, sonst 
| 1 bis 3C 
II 6. % 9 1: 200000 6 2 6 15 25 : bis 3 
IT |6.%/39'1:2000 | 300 | 100 es ae 3,7 3 bis 5 
IV |6. 7/19 | 1: 2000 600 | 200 9 36 40 2 bis 7 


merkenswert ist aber, daB eine Zufuhr von 100 und 200 Ejinheiten die 
Zahl der C-Punkte auf héchstens 5 und 7 zu steigern vermochte, d. h. es 
kam im Héchstfalle ein 3/,tagiger Ostrus zustande. 

Wenn man Tabelle II und III miteinander vergleicht, so wird 
klar, dal} ein ungereinigtes und ein gereinigtes Praéparat sich sehr ver- 
schieden verhalten, wenn sie in groBen Mengen in den Organismus ein- 
gefiihrt werden. Wahrend das erstere einen sehr lang dauernden Ostrus 
hervorruft, ist die Verlingerung, die nach Zufuhr eines gereinigten 
Praparats zustande kommt, nicht sehr betrachtlich. Besonders auf- 
fallig ist der Unterschied zwischen F.6 und F. 18 festzustellen, wenn 
man nicht nur die Durchschnittszahlen, sondern auch die Minimal- 
und Maximalzahlen von Gruppe zu Gruppe in Tabelle III und IV 
vergleicht (vgl. auch Abb. 1). 





45 20 35 


* * y 
Linheiten Abb. 1. 


Abhingigkeit der Dauer des Ostrus von der zugefiihrten Hormonmenge, je nach Reinheit des 

Priparats. Abszisse: Hormonmenge in Einheiten. Ordinaten: Anzahl der C-Punkte. Nach 

Tabelle II und Ill. — Die Kurve der Mazimalwerte von F.18 liegt tiefer als die Kurve der 

Mittelwerte von F.6. (Die beiden Punkte fiir 10 Einheiten von F. 6 liegen in Wahrheit héher ; 
vgl. die Anmerkung zu Tabelle II.) 


Worauf beruht nun das unterschiedliche Verhalten des ungereinigten 
und gereinigten Praparats? Man wird von vornherein vermuten, daf 
Resorptions- und Ausscheidungsverhaltnisse bei gereinigten Praparaten 
giinstiger sind. Nicht ausgeschlossen ware, daB das kiinstlich gereinigte 
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Hormon, das, wie wir gefunden haben und wie immer wieder bestitigt 
worden ist (vgl. auch Abschnitt III, 2), beim Stehen zum Teil zerstért 
wird, auch im Organismus einer Zerstérung unterliegt. Vielleicht ist 
das Ovarialhormon durch Sprengung seiner besonderen Beziehungen zu 
anderen, in Wasser nicht lislichen Substanzen sozusagen ,,denaturiert‘ 
worden; doch ist das einstweilen reine Spekulation. 

Wie es um diese Vermutungen auch stehen mag, die berichteten 
Tatsachen sind sowohl in der Praxis der Eichung als beim Aufbau 
der therapeutischen Anwendung von Hormonpriaparaten zu_beriick- 
sichtigen. Wie noch naher auszufiihren sein wird, diirfte es in der 
Therapie augenscheinlich darauf ankommen, fiir eine bestimmte Zeit 
eine bestimmte Hormonkonzentration im Blute zu erzeugen. Ein in 
den Kérper eingefiihrtes Praparat, das mit geringer Geschwindigkeit 
resorbiert und in den Kreislauf eintritt, ein Priparat, das sozugagen ein 
Depot im Kérper bildet, miiBte dann den Zwecken der Therapie eher 
entsprechen als ein gereinigtes, wasserlésliches Praparat, das, unter die 
Haut gespritzt, schnell aufgesogen und schnell wieder ausgeschieden wird. 

Noch ein anderes Moment ist von Interesse. Wenn vermehrte 
Hormonmengen eingefiihrt werden, so wird unter bestimmten Be- 
dingungen die Dauer des Ostrus verlingert; eine Steigerung der 
., Intensitdt’ dagegen ist bisher nicht bewiesen. 

Courrier (20) hat die Scheidenschleimhaut des kastrierten Meer- 
schweinchens nach Zufuhr wechselnder Mengen von Follikelfliissigkeit 
histologisch untersucht und feststellen kénnen, daB eine um das Neunfache 
gréBere Hormonmenge noch dieselben Verainderungen hervorruft wie die 


kleinste wirksame Dosis. Wir kommen auf diese quantitativen Fragen 
in Abschnitt ITI, 6 zuriick. 


2. Der Gruppenversuch. 


Wenn die Empfindlithkeit oder Reaktionsbereitschaft der Versuchs- 
tiere schwankt, so wird in einer Gruppe von Tieren, denen gleiche 
Hormonmengen gespritzt werden, die Haufigkeit des positiven Ausfalls 
innerhalb bestimmter Grenzen um so gréBer sein, je gréBer die jeweilen 
gespritzte Hormonmenge. Coward und Burn (13) haben die Abhangig- 
keit der Haufigkeit von der gespritzten Menge in eingehenden Ver- 
suchen verfolgt und kurvenmaBig dargestellt. 

Wenn der Befund von Coward und Burn sich verallgemeinern liebe, 
so kénnte ihre Kurve der Eichung zugrunde gelegt werden (Abb. 2) [vgl. 
Coward und Burn (13), 8.277 oder Burn (9), 8.102]. Burn sagt, daB 
dabei die Eichung vereinfacht wird; auch wenn man von einer Lésung 
unbekannten Hormongehalts so wenig spritzt, daB unter 20 Tieren nur ein 
Tier positiv wird, so entspricht die gespritzte Menge 0,2 M.-E., d. h. die 
M.-E. ist gleich dem Fiinffachen der gespritzten Menge. 

Wir haben die Coward-Burnsche Kurve in zwei Fallen angewendet 
und haben dabei die Uberzeugung gewonnen, daB sie zwar sehr be- 
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deutungsvolle Méglichkeiten wissenschaftlicher Analyse bietet, da\i 
jedoch ihre verallgemeinerte Anwendung in der Praxis der Eichuny 
noch nicht ohne weiteres méglich ist, da ihr Verlauf nicht notwendige: 
weise stets gleich zu sein braucht. Es handelte sich in unseren Ver 
suchen um das bereits erwaihnte weitgehend gereinigte Priparat F. 1s 
das Herr Veshnjakov nach den bereits friiher veréffentlichten An 
gaben (8) hergestellt hatte, und um das wenig gereinigte Priparat F. (6 
(vgl. Abschnitt ITI, 1 und ILI, 3, Tabelle VIII). 

Bei der ersten Priifung von F. 18 (6. Mai 1929), bei der 0,5 bis 2 » 
auf sechs Einzelgaben verteilt, in sechs Tiere gespritzt wurden, erwiesen 
sich 0,5 y noch als ausreichend, um C zu erzeugen. 

2 Wochen spater (am 21. Mai 1929) wiederholten wir den Versuch 
mit stairkeren Verdiinnungen, wobei dieselben Tiere wie oben benutzt 
wurden. Mit 0,5 y konnten jetzt nicht mehr C oder LC hervorgerufen werden, 
wohl aber ein friiher Proédstrus EZ. Das war in einem Falle sogar noch bei 
0,1 y, in sechsfach wiederholter Dosis von je 0,017 y verabfolgt, der Fall. 
Aber aus der Tatsache, daB mit 0,5 y nicht mehr C oder LC zu erzielen 
war, muBten wir schlieBen, daB die Wirksamkeit abgenommen hatte. 

Weitere Priifungen nahmen wir am 4., 12., 20. Juni und am 2. Juli 
vor. Es wurde dieses Préiparat innerhalb 2 Monaten insgesamt sechsmal! 
gepriift, und wie aus der Tabelle IV hervorgeht, hatte eine Abnahme in 
der Wirksamkeit des weitgehend gereinigten Praparats stattgefunden. 
Die Versuche, die mit Zwischenraumen von 8 bis 14 Tagen ausgefiihrt 
wurden, sind darum nicht ohne weiteres miteinander vergleichbar. Inner- 
halb der Gruppen selbst kann jedoch ein Vergleich vorgenommen werden. 

An dieser Stelle interessiert uns nun vor allem die Frage, wie grol} 
in den einzelnen Gruppen die Haufigkeit der LC- und C-Falle war, 
die von Burn in gleicher Weise als positiv erachtet werden. 

Alle Gruppen zeigen in eindeutiger Weise, daB die Steigerung der 
Dosis eine Verschiebung der Reaktion in der Richtung von E zu C 
bewirkt: H wird zu LC (vgl. 1 und 2y vom 12. Juni); LC wird zu C 
(vgl. 1,5 und 3,0 y vom 20. Juni); die Zahl von C wird vermehrt (vgl. 2 
und 4y vom 4. Juni). Die vorliegenden Beobachtungen vermitteln 
ein interessantes Bild der quantitativen Verschiebungen in der Dauer 
der Brunstreaktion, die zustande kommen, wenn man von kleineren 
Dosen, die noch kein C erzeugen, zu solchen aufsteigt, die reines C 
hervorrufen. Wir kommen unten auf diese Frage noch zuriick. 

Stellen wir nun die Ergebnisse des vorliegenden Versuchs denen 
von Coward und Burn gegeniiber. Nach Coward und Burn ist die 
Einheit gleich derjenigen Menge, die bei 50°, der gespritzten Tiere 
mindestens LC hervorruft. Ist unter 20 Tieren ein Tier mit LC vor- 
handen, so ist, wie erwahnt, die injizierte Menge gleich 0,2 Einheiten 
(vgl. die Coward-Burnsche Kurve, Abb. 2). Wir hatten am 12. Juni 
bei 1 y bloB ein Tier mit LC; es wird also nach der Kurve von Coward 
und Burn ly = 0,2M.-E. sein (das xin der Kurve). Dann miiBten 2 y bei 
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Tabelle IV. F. 18. 





iasitenen | ; Zahl der : Injizierte 7 
aon Vonenabe | Zahl der Tiere renee aaa Ergebnis 
| / / 
6. V. 1929 | 2 6 0,5 20 und L¢ 
2 6 1,0 iC 6 BA 
2 6 2,0 ac: ed 
21. V. 1929 2 6 0,1 oe 
6 6 0,5 3 Tiere: E 
- O 
4. VI. 1929 4 10 0,5 Oo 
3 10 2.0 2c 
5 10 4,0 4C bis 50 
12. VI. 1929 20 10 1,0 1 Tier: LC 
6 Tiere: E 
= aa v 
20 10 2.0 ae C bis 5C 
11 - LC 
20. VI. 1929 11 6 1,5 a C 
Te LC 
ae O 
10 6 3,0 10 * C bis 4 C 
10 6 4,0 a C bis 4 C 
2. VII. 1929 6 6 1,5 4 Tiere: LC 
1 Tier: EF 
1 ws 0 
5 6 3,0 8 Tiere:/C bis 3 
a ae LC 
6 6 6,0 = Se 2C bis 3C 


etwa 12 °,, der Tiere LC bis C hervorrufen; wir ersehen jedoch aus unserer 
Tabelle IV, daB 2 y am 12. Juni bei 100°, der Tiere LC bis C erzeugten. 

Coward und Burn setzten LC und C ganz ausdriicklich in gleicher 
Weise als positiv, weil unter einer Gruppe von Tieren, die mit der 
gleichen Menge Hormon gespritzt wurden, die einen mit C, die anderen 
bloB mit LC reagieren. In beiden Fallen liegt nun allerdings eine 
Wirkung vor; aber wir glauben, daB es nicht berechtigt ist, die Wirkung 
in den beiden Fallen als gleichwertig zu betrachten und LC und C zu- 
sammenzulegen, wie Coward und Burn es tun. In Wahrheit diirfte 
in LC und C ein zeitlicher Unterschied zum Ausdruck kommen, eine 
Distanz in der Dauer von C. 

Dodds (11) hat in einer gréBeren Zahl von Versuchen die Angaben 
von Coward und Burn mit wasserklaren Praparaten nachgepriift. 
Er konnte zeigen, daB die statistische Methode, wobei nur C als positiv 
betrachtet wurde, nicht immer zuverlassige Ergebnisse liefert; in 
doppelten Gruppenversuchen kann der Fehler bis 50°, betragen. 
Aber Dodds findet, daB die Coward-Burnsche der bisher tiblichen 
Methode der Eichung tiberlegen ist. 
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Versuchen wir nun, die Coward-Burnsche Kurve auf F. 18 
anzuwenden unter der von Coward und Burn abweichenden Voraus- 


setzung, daB nur C und nicht LC als positiv zu deuten ist. Am 12. Juni 


waren bei 2 y etwa 45 °, der Fille positiv (vgl. das Viereck in der Kurve, 
Abb. 2). Nach Coward und Burn miBten bei 1 y etwa 20°), der Fille 
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Abb. 2. 
Haufigkeit der positiven Faille von F.6 und F. 18, verglichen mit der Kurve von Coward und 
Burn. — O-F.6 nach I, IV und V der Tabelle VIII. Nur € als positiv gerechnet. Die 0-Punkte 
fallen mit der Kurve zusammen oder weichen nur wenig von dieser ab. — () F. 18, Versuch 
vom 12. Juni in Tabelle IV. Nur € als positiv gerechnet. Die Kurve von () verliuft steiler 
Das tritt noch auffilliger in Erscheinung, wenn man mit Coward und Burn die Summe 
der CL- und C-Falle als positiv rechnet: z F. 18. — Fir jeden Punkt von F.6 und F. 19 
wurden nach der Vorschrift von Coward und Burn 20 oder mehr Tiere benutzt. 
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positiv sein; wie aus Tabelle III hervorgeht, war jedoch am 12. Juni 
bei 1 y kein einziges Tier positiv. Eine Woche spiater (20. Juni) wurden 
bei 3 y simtliche Tiere positiv, wihrend nach der Kurve von Coward 
und Burn nur 75%, der Tiere posiciv werden sollten. 

Die Versuche vom 2. Juli, die in anderen Zusammenhangen ausgefiihrt 
wurden (vgl. den vorausgegangenen Abschnitt III, 1), sind zu wenig zahl- 
reich, um fiir den Vergleich verwertet zu werden. 

Es ist von vornherein mit der Méglichkeit zu rechnen, daB Praparate 
verschiedenen Reinheitsgrades eine verschiedene Haufigkeitskurve er- 
geben werden. Méglicherweise wird der Verlauf der Kurve durch 
Resorptions- und Ausscheidungsverhaltnisse mit bestimmt. Auf jeden 
Fall haben wir mit dem wenig gereinigten Praparat F.6 Ergebnisse 
erzielt, die mit der Kurve von Coward und Burn in vollem Einklang 
stehen. Es sei auf die Versuchsgruppen I, 4 und 5 der Tabelle VIII 
verwiesen; das Ergebnis ist in Form von Kreisen in die Abb. 2 ein- 
gezeichnet. 
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Auch ware noch die Frage zu untersuchen, ob die Zah] der Injek- 
tionen den Verlauf der Kurve beeinfluBt. Coward und Burn spritzten 
alles auf einmal; wir verteilten bei F.18 die Gesamtzahl auf 3 bis 
5 Tage, bei F.6 auf 2 Tage. 

GewiB ist es nicht méglich, auf Grund weniger Versuchsreihen Aus- 
sagen dariiber zu machen, ob die Coward- Burnsche Kurve verallgemeinert 
werden darf oder nicht. Aber die Tatsache bleibt bestehen, daB Diskre- 
panzen vorkommen kénnen, wenn zwischen zwei Praparaten eine sehr 
groBe Distanz im Reinheitsgrad vorliegt. In denVersuchen von Coward und 
Burnhandelte es sich um ein Praparat, von dem etwal0 mg bei der Halfte der 
Tiere LC oder C auslésten, wahrend von F. 18 noch am 20. Juni weniger als 
(),0015 mg hierzu ausreichend waren. Es ist eine Distanz um das 6000 fache, 
was den Grad der Reinheit betrifft. Aber auch zwischen F. 6 und F. 18 be- 
tragt die Distanz im Reinheitsgrad immer noch das 50 fache (vgh. iiber die 
M.-E. von F.6 bei Verteilung auf sechs Gaben die Tabelle VIII). 

Auf der anderen Seite fassen Coward und Burn alles als negativ 
auf, was nicht mindestens LC erreicht. Die Falle, wo nur ein Proéstrus 
(Z in unserer Tabelle) zustande kommt, werden bei der Eichung von 
Coward und Burn nicht besonders erfaBt, sie werden den Fallen zu- 
gezaihlt, die iiberhaupt nicht reagierten (O in unserer Tabelle). 

Nun scheint uns aber gerade die oben schon hervorgehobene 
Tatsache von Bedeutung, daB beim Aufstieg in eine héhere Gruppe 
O zu E strebt, E zu LC und LC zu C. Diese quantitative Dynamik 
mu8 von einer statistischen Methode mit erfaBt werden, wenn sie 
das Reaktionsbild nicht verzerrt wiedergeben soll. Einer statistischen 
Methode zur Eichung des weiblichen Hormons, die der tatsachlichen 
quantitativen Dynamik entsprechen soll, mu8 das prozentische Ver- 
haltnis der Haufigkeit der Hauptgruppen der Reaktionsarten zugrunde 
gelegt werden, d. h. in Wahrheit die prozentische Haufigkeit der Gruppen 
mit verschieden lang dauernden Reaktionszustinden. 

In der Tabelle V ist die prozentische Haufigkeit der vier Reaktions- 
arten fiir 88 Versuche vom 12. und 20. Juni und 2. Juli berechnet. 


Tabelle V. F.18. Prozentische Haufigkeit der Falle, die je nach der injizierten 
Menge bis zum Proéstrus E oder bis zu kurzdauerndem LC oder mindestens 
zwolfstiindigem C gelangten. Berechnet nach Tabelle IV. 














4 Injizierte Fille in °/, der Gesamtzahl der injizierten Tiere 
der Tiere ange 
y oO E Le Cc 

20 > ye 65 30 5 0 
17 1,5 } 18 6 64 12 
20 2,0 0 0 55 45 
15 3,0 i 0 0 13 87 
10 4,0 0 0 0 100 

6 6,0 0 0 0 100 
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ts liegt Willkiir darin, da8 wir in der Tabelle V die in der ersten Zeile 
angegebenen vier Gruppen: O, #, LC und C unterscheiden. Gibt es doch 
alle Uberginge von O zu E, von E zu C und von C zu LC. Aber es scheint 
uns nicht méglich, diese Uberginge zahlenmaBig zu erfassen. Loewe (14) 
versucht das, indem er die einzelnen zelligen Elemente im Ausstrich zahlt 
und ihren prozentischen Anteil am Gesamtbild berechnet. Demgegeniiber 
ware jedoch hervorzuheben, daB der prozentische Anteil etwa der Leuco- 
cyten an einem werdenden Proéstrusbild von Stunde zu Stunde verschieden 
sein wird; dasselbe gilt fiir die Schollen am Ausgang des Prodstrus. So 
kann die Zahl hier Genauigkeit vortéuschen, die das Objekt nicht gestattet. 
Auch kénnen im Bilde des normalen Didéstrus zahlreiche Epithelien auf- 
treten; ferner kénnen im Schollenstadium, wie schon einmal erwahnt, 
atypischerweise voriibergehend Leucocyten erscheinen, um im _ niéchst- 
folgenden halbtagigen Ausstrich wieder verschwunden zu sein. 

Wir halten aus den angegebenen Griinden die Gruppen willkiir- 
licherweise scharf auseinander, obwohl wir wissen, daB& dabei Uber- 
giinge von O zu E£ als O gezahlt werden miissen, Ubergiinge von E zu C 
als EZ, Uberginge von C zu LC werden nur dann als C gezihit, wenn 
ganz vereinzelte, in der Regel zerfallende Leucocyten zugegen sind. 

Obwohl die einzelnen Versuchsgruppen der Tabelle IV bis 3 Wochen 
auseinanderliegen, haben wir sie in Tabelle V zusammengezogen, weil 
alle dadurch verursachten Fehler das Bild nur zuungunsten unserer 
Auffassung verschieben kénnen. 


Gleichgiltig, ob wir die jeweilige Summe der LC- und C-Fille 
oder nur die C-Falle fiir die Konstruktion der Haufigkeitskurve be- 
nutzen, es resultiert nicht die Coward-Burnsche Kurve, sondern es 
resultieren Kurven, die steiler ansteigen. 

Zweifellos bringt der Gedanke von Burn, den Gruppenversuch 
fiir die Eichung zu verwenden, einen grofen Fortschritt, und wir werden 
im folgenden noch sehen, da8 der Gruppenversuch gute Dienste zu 
leisten vermag. Aber man mu8 mit der Méglichkeit rechnen, daB die 
Haufigkeitskurve fiir jedes Priiparat verschieden sein wird, weil beim 
Zustandekommen des Ostrus, der durch C gekennzeichnet ist, augen- 
scheinlich ein Zeitfaktor mit im Spiele ist; es muB fiir eine bestimmte 
Zeit eine bestimmte Hormonkonzentration in den Kérperfliissigkeiten 
aufrechterhalten werden, was wiederum von den jeweilig verschiedenen 
Resorptions- und Ausscheidungsverhaltnissen abhangig sein diirfte. 


3. Die Zahl der Injektionen. 


Bereits Allen und Doisy (2) hatten gezeigt, daB dieselbe Hormon- 
menge, die bei Verteilung auf mehrere Einzelgaben noch wirksam ist, 
sich als unwirksam erweisen kann, wenn sie auf cinmal oder in zwei 
Gaben verabfolgt wird; es kommt eine Brunstreaktion zustande, ohne 
daB Verhornung eintritt. Die Verfasser haben aus diesen Befunden 
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den SchluB gezogen, daB hier ein zeitliches Moment im Spiele ist; das 
Hormon muB so lange im Blute kreisen, als nétig ist, um die Ent- 
wicklung der Vaginalschleimhaut weit genug gedeihen zu lassen. Mit 
anderen Worten: man kann die Dauer der Wirkung verlingern, wenn 
man die zu spritzende Menge auf mehrere Einzelgaben verteilt. Loewe (1) 
hat diese Befunde bestatigt und die zu spritzende Menge auf mehrere 
Tage verteilt. 

Diese Beziehungen gewinnen ein erneutes Interesse bei der Eichung 
weitgehend gereinigter Praparate. 

Es sei das zunichst an dem Praparat Menformon (Degewop) erlautert. 
Dodds (11) berichtet, daB er das Praparat Menformon bei einmaliger Zufuhr 
unwirksam fand, wahrend es sich bei Verteilung auf sechs Portionen als 
hoch wirksam erwies. In der Literatur finden sich zwei weitere Angaben 
iiber die Priifung dieses Praparats. Kochmann (21) fand 4 bis 5, in einer 
anderen Probe 20 bis 26M.-E. statt 40; Trendelenburg (22) fand 8 bis 
10 M.-E. statt 40. 

Wir haben das Menformon, das uns von der Fabrik bereitwilligst zur 
Verfiigung gestellt wurde, eingehend gepriift, weil uns sein Gehalt an Mause- 
einheiten mit Riicksicht auf die Eichungsmethode interessierte. 

Die Angabe der Fabrik lautete, daB leem 40M.-E. enthalte; die 
Ampullen enthielten jedoch nur 0,7 ccm. Wir spritzten viermal je 0,1 bis 
10cem einer 10- bis 100fach verdiinnten Lésung, d.h. insgesamt 0,01 
bis 0,04 cem oder 0,4 bis 1,6 M.-E. nach der Angabe der Fabrik. Bereits 
0,8 M.-E. erwiesen sich bei zweimal taglich wiederholtem Ausstrich als 
ausreichend, um vollkommenen QOstrus, allein durch Schollen gekenn- 
zeichnet, hervorzurufen. 


Tabelle VI. 


Menformon. 





hah doe Grad der — — Zahl . ° 
Injektion | aver, g | Originallésung noe, | én tice |. ‘uetet 

ecm 
6. Uso n/60 | 0,01 | 0,4 3 O bis O bis LC 
4.19 n/40 | 0,01 0,4 3 O bis O bis E 
4.7/1 n/40 | 0,02 0,8 3 LC bis C bis C 
4.10 n/10 | 0,04 1,6 8 | LC bis LC bis 2 C 
4.19, n/100 0,04 1,6 2 C bis C 


Bei zweimal taglich wiederholtem Ausstrich war somit bei 0,8 M.-E. 
der Fabrik mit Sicherheit ein C-Punkt zu erzielen. Wird jedoch nur ein 
Ausstrich im Tage beriicksichtigt, so reichen 0,8 und auch 1,6 M.-E. nicht 
stets aus. Es sei das ein Hinweis darauf, daB das Ergebnis der Eichung 
wesentlich auch durch die Zahl der Ausstriche im Tage mit bestimmt wird. 


Bei einmaliger Injektion von Menformon bekamen wir niemals C 
oder LC, auch wenn wir vier Einheiten gaben. 


Wir haben in zahlreichen Fallen an eigenen Praparaten diese 
Beziehungen untersucht, was an vier Beispielen erlautert sei. 
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a) Mit dem wasserklaren Praparat Prot. XIV konnten mit 0,01 cem 
der Originallésung, in 60facher Verdiinnung auf sechs Portionen verteilt 
bis 4C erzielt werden. Bei Verteilung auf zwei Portionen ergab dic 
10 fache Menge nur E, wihrend 50 M.-E. 4 C ergaben. 

b) Vom Praparat Prot. XVI waren 0,00013 cem der alkoholischen 
Ausgangslésung (= 4 y), in 4800facher Verdiinnung auf sechs Portionen 
verteilt, ausreichend, um C zu erzielen. Es waren etwa 20000 M.-E 
im Liter Harn vorhanden (vgl. weiter unten). Bei einmaliger Gabe 
waren dagegen 0,001 ccm (= 32 y), d.h. achtmal so viel unwirksam, 
wahrend 0,002ccem (= 64y), d.h. das Il6fache, eben wirksam war, 
indem in einem von drei Fallen EF erzielt wurde. 

c) Mit dem wasserklaren Praparat Prot. X VII konnten mit 0,01 cem 
der Originallésung bis 3 C erzielt werden, wenn die Dosis auf sechs 
Gaben bei 60facher Verdiinnung verteilt wurde. Mit der 10fachen 
Menge wurde bei einmaliger Gabe EF oder héchstens LC erreicht. 

d) Von besonderem Interesse war fiir uns das wasserklare Praparat 
Prot. XVIII, das im Kubikzentimeter 100 M.-E. enthielt. Das Ergebnis 
der Eichung ist in der Tabelle VII dargestellt. 


Tabelle VII. 
Prot. XVIII. 











Zugetiihrte | ome 
: Art Ver. | Zahl enge der irgebnis Be- 
Versuch = der Zufuhr Pett a. ‘i oe ae 
mg | | eem 0 Ei Lc Cc 
1 | 6.005 | neo | 8 | 000 | 0 | 1/321] 0 
II 6.01 n/60 | 13 0,01 0 0 4 9 bis 4¢ 
Ill 6. 0,2 n/60 | 8 0,02 0 0 0 3 _~ £¢ 
IV 1.01 n/10 | 3 0,1 3 0 0 0 
V 1.0,2 n/l0 | 3 0,2 1 2 0 0 
VI 1.1,0 n/10 | 9 10 0 3 2 4 20 


Rechnen wir mit 0,01 ccm als M.-E., mit der bei Verteilung auf 
sechs Gaben in drei Viertel aller Falle C erzielt wurde (II), so ergibt 
sich, daB 100 M.-E., auf einmal gespritzt, nicht immer ausreichten, wm 
einen vollkommenen Ostrus hervorzurufen (V1). Die Reaktion ging blo8 
in drei von neun Fallen bis C, in drei Fallen bloB bis Z. Auch war die 
Dauer von C bei hundert auf einmal gespritzten Einheiten von geringerer 
Dauer als bei einer auf sechs Einzelgaben verteilten Einheit. 

Zehn Einheiten, auf einmal gespritzt, erwiesen sich als vollig 
unwirksam (IV), waihrend mit 20 Einheiten EZ erzielt wurde (V). 

Wie immer wieder hervorgehoben, erscheint uns die gegebene 
Erklarung fiir alle diese Erscheinungen diejenige zu sein, daB C erreicht 
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wird, wenn eine bestimmte Hormonkonzentration im Blute lange 
genug aufrechterhalten wird. Dabei handelt es sich augenscheinlich 
nicht darum, daB die morphologische Reaktion der Schleimhaut aus- 
gelést wird, wenn die Hormonkonzentration eine Zeitlang bestanden 
hat, um dann bis zum Endpunkt weiterzulaufen, sondern die Reaktion 
geht wobl nur so lange vor sich, als die Grenzkonzentration an Hormon 
aufrechterhalten wird. Es geht das insbesondere aus einer Versuchsreihe 
hervor, in der wir ein und dieselbe Menge auf 2 bzw. 3 Tage verteilten. 
Die Versuche wurden mit dem Praparat F. 6 angestellt, von dem 0,17 mg, 
in vier Gaben in 2 Tagen verabfolgt, bei der Mehrzahl der Tiere C 
erzeugten, (vgl. Tabelle II und VIII, Versuch I). Als wir dieselbe Menge 
auf sechs Gaben und 3 Tage verteilten, gelangten fast simtliche Tiere 
bis C (Versuch II). Bei Verteilung auf 3 Tage erzeugte noch die halbe 
Menge, d. h. 0,084 mg, bei den meisten Tieren C (Versuch ITI). 


Tabelle VIII. 








F. 6. 
Gesamte Sa a a Gesamt- : 
: WJ zu- Zahi der Tiere zahl liufigkeit in °/, 
be h i} Fe od gefiihrte ie he én to ite Ree ees 
i Menge nutzten 
BS pine me | 0} &@ | t¢c| cl tee | oO | £ ite} Cc 
a —————————————— ae —=—— = | 
I | 4.0,042'0,17 | 0 | 0 | 7 2 281 0} 0 2] 7 
II | 6.0,028 | 0,17 0 0 1 19 20 0 0 5 | 95 
IIIa) 6.0,014| 0,084 | 0 0 1 17 18 0 0 5\7 95\ 93 
Ib) 6.0014 0,084 | 0 | 0 1 8 9 | oO! 0 (11f%) 89% 
IV | 4.0,021 | 0,084 0 15 6 23 0 9 65 26 


Vv | 4.0014) 0056 || 0 | 38 (| 18, 4° 2 0 | 15 65 | 20 


Ganz anders war nun das Ergebnis, als 0,17 mg bei Verteilung 
auf 2 Tage halbiert wurden (vgl. Versuch I und IV). Die Versuche III 
und IV unterscheiden sich nur dadurch, daB bei gleichen Mengen auf 
3 bzw. 2 Tage verteilt wurde; in dem ersteren gediehen tiber 90°, 
bis C, in dem letzteren nur etwa 25°. Die Zusammenzichung derselben 
Menge (0,084 mg) auf 2 statt auf 3 Tage wirkt in fast gleicher Weise, 
als wenn im Versuch III der dritte Injektionstag kompensationslos weg- 
gelassen wird (vgl. Versuch IV und V). 

Alle diese zahlenmaBigen Ergebnisse lassen sich leicht deuten, 
wenn man annimmt, da die Proliferation der Zellen des Stratum 
germinativum der Scheidenschleimhaut mit der ihr folgenden Ver- 
hornung der oberflachlichen Schichten nur so lange anhiilt, wie die 
Konzentration die Schwelle nicht unterschreitet. Der leucocytenfreie 
Proéstrus erschien in unseren Versuchen mit Grenzdosen etwa 48 Stunden 
nach der ersten Injektion; wenn z. B. am Montag und Dienstag je 
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zweimal gespritzt wurde, waren Massen von Epithelzellen leucocytenfre’ 
etwa Mittwoch friih und Mittwoch nachmittag vorhanden. Mit 0,84 mg 
auf 2 Tage verteilt (Versuch IV), gelangt man zu FE oder LC, d.h. de: 
leucocytenfreie Ostrus ist von sehr kurzer Dauer; mit derselben Menge. 
auf 3 Tage verteilt (Versuch III), wird die Reaktion in fast allen Fallen 
bis C gefiihrt. Mit Bezug auf das Zustandekommen von C ist, im 
Injektionsversuch, der dritte Tag augenscheinlich der kritische Moment 
Fiihren wir an diesem Tage erneut Hormon zu, um am dritten und 
vierten Tage die Grenzkonzentration aufrechtzuerhalten, so wird 
der Endpunkt der Reaktion erreicht, d.h. das Ergebnis von Versuch V 
wird zu dem von Versuch IIT; samtliche Fille, die in Versuch V nur bis £ 
oder zu einem nur ganz kurzdauernden C gelangten, um LC aufzuweisen, 
werden C zugefiihrt. 

Eine Eichung von weitgehend gereinigten Hormonpriparaten. 
die therapeutisch verwendet werden sollen, darf nach alledem nur 
pach den von Zondek, Laqueur und Dodds angegebenen Grundsitzen 
vorgenommen werden, d.h. es muB auf mehrere Gaben verteilt werden. 
Mit einer derartigen Priifung passen wir uns tibrigens auch den von 
den Klinikern [Streck (23), Robert Schréder (24), Jaschke (25)] als zweck- 
maBig erkannten Dosierungsbedingungen an. Auch Allen (26) hat in 
seinen Versuchen am Affen die zuzufiihrende Menge an Hormon, die 
noch Menstruation erzeugt, auf viele Tage verteilt. 

Wie bereits hervorgehoben, gelangt man bei Verteilung der Dosis 
auf sechs Einzelgaben zu gréBeren Zahlen, als Zondek und Aschheim (26a) 
urspriinglich fiir den Harn aus der zweiten Halfte der Schwangerschaft 
angegeben hatten. Wir kénnen in dieser Beziehung die Angaben von 
Laqueur (12), die auf 25000 bis 30000 M.-E. pro Liter lauten, nur 
bestatigen. Das oben erwahnte Praparat Prot. X VI enthielt bei einem 
Reinheitsgrad von M.-E. = 4y bis 25000 M.-E. pro Liter. In einem 
anderen Priaparat, F.16/F.17, fanden wir bei einem Reinheitsgrad 
von M.-E.< 0,01 mg 1000000 M.-E. in 35 Litern, d. h. etwa 
30000 M.-E. im Liter. In unseren friiheren Versuchen, wo wir die 
ganze Gabe an einem Tage, bei Verteilung auf ein bis zwei Einzelgaben. 
zufiihrten, fanden wir bloB etwa 5000 M.-E. im Liter (8). 


Es ware im Interesse auch der Forschung zu begriiBen, wenn 
eine internationale Regelung der Frage der Eichung von Ovarial- 
hormonpraparaten vorgenommen werden kénnte. Einer_ solchen 
Regelung waren zweckmibigerweise folgende Leitsaitze zugrunde 
zulegen: 


1. Verabfolgung in mehreren Einzelgaben, deren Zahl festzulegen 
und die auf wenigstens 3’Tage zu verteilen waren. 


2. Zweimal taglich wiederholter Ausstrich. 
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3. Zustandekommen von mindestens einem C-Punkt ohne Leuco- 
cyten. 


4. Benutzung einer festzulegenden Anzahl von Tieren. 


4. Die Reaktionsbereitschaft der Versuchstiere. 


Coward und Burn (13) berichten, daB die Grenzdosis, die ausreicht, 
um Ostrus hervorzurufen, bei den einzelnen Versuchstieren derselben 
Spezies (Ratte oder Maus) sehr verschieden ist. Sie schwankt nach 
den Befunden der englischen Autoren um das Zehnfache. Auch Kahnt 
und Doisy (17) haben tiber die schwankende Reaktionsfihigkeit der 
Versuchstiere berichtet. Sie heben besonders hervor, daB Tiere, die 
lange im Gebrauch waren, bereits auf geringere Grenzdosen mit Ostrus 
reagieren als solche Tiere, die erst vor kurzem kastriert wurden oder 
einige Zeit kein Hormon erhielten. , 

Wir wollen im folgenden zwei Momente erértern, die sich auf 
die Reaktionsbereitschaft der Versuchstiere beziehen. 


a) Die Frage der individuellen oder konstitutionellen Reaktions- 
bereitschaft. 

Wer ein und dieselbe Hormonmenge, die an der Grenze der Einheit 
gelegen ist, in eine ganze Gruppe von Mausen gespritzt hat, wird die 
Angabe von Coward und Burn bestatigen kénnen, daB das Reaktions- 
bild bei den einzelnen Tieren ein sehr verschiedenes ist. Besonders 
augenfallig 14Bt sich diese Verschiedenheit in der Reaktion darstellen, 
wenn man die Tiere nach den vier Reaktionstypen (0 — E — LC — C) 
gruppiert, wie in unseren Tabellen V und VII bis IX. 

Aber auch dann, wenn man sehr groBe Mengen spritzt, die ein 
Vielfaches der Einheit darstellen, ist das Reaktionsbild verschieden 
insofern, als die Zah] der C-Punkte, die sich bei zweimal taglich wieder- 
holtem Ausstrich ermitteln lassen, auBerordentliche Schwankungen 
je nach dem Versuchstier aufweist. Ein Blick auf die letzte Spalte 
unserer Tabellen I], III, IV, VI und XI zeigt, wie groB das AusmaB 
dieser Schwankungen ist. 

Man wird auf den ersten Blick vermuten, da hier stets eine 
individuelle oder konstitutionelle Reaktionsbereitschaft vorliegt. Unsere 
eigenen Erfahrungen zeigen jedoch, daB das nicht die einzige Méglichkeit 
ist. Ein und dasselbe Tier, das in einem Gruppenversuch mit der Grenz- 
dosis oder mit dem Vielfachen derselben an erster Stelle stand, kann 
in einem nachsten Versuch ein Nachlaufer sein. 

Wir kénnen nur Vermutungen dariiber anstellen, worauf die 
Schwankungen im Reaktionsbild bei ein und demselben Tiere beruhen 
kénnen. Wir dachten zunichst an die Méglichkeit, daB die jeweiligen 
Diureseverhiltnisse von Bedeutung sein kénnten. In einer Reihe 
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von Gruppenversuchen, in denen wir durch subkutane Zufuhr vo: 
Flissigkeit (H,O, Ringer, Doppelringer') die Diurese zu beeinflussen 
versuchten, konnten wir uns jedoch iiberzeugen, daB der Verlauf de: 
normalen oder der Verlauf der durch Hormonzufuhr ausgelésten Brunst 
durch Beeinflussung der Diurese nicht abzudandern ist (vgl. den nachsten 
Abschnitt). 

Man kénnte nun vermuten, daB die Verschiedenheit der Reaktion 
zum Teil darauf beruhe, daB die Resorption des unter die Haut ge 
spritzten Hormons groBen Schwankungen unterliegt. Man spritzt 
das Hormon unter die Riickenhaut, wo infolge der Kastration weit 
gehende Narbenbildung vorhanden ist. Vielleicht ist die Reaktion 
davon abhangig, ob das gespritzte Hormon in normales Unterhaut. 
zellgewebe oder in die Nahe von Narbengewebe gelangt ist. 

Ob diese Vermutungen zutreffen oder nicht, die Beobachtung 
zeigt, daB ein und dasselbe Tier bei gleichen Hormongaben sehr mannig- 
faltige Reaktionsbilder aufweisen kann. Damit soll nicht bestritten 
sein, daB nicht auch eine je nach der Konstitution schwankende 
Reaktionsbereitschaft vorhanden sein kénnte. 


b) Der EinfluB des Ausstrichs. 

Ein zweites, bisher unbeachtet gebliebenes Moment, das uns 
jedoch fiir die Praxis der Eichung bedeutungsvoll erscheint, ist die 
Feststellung, da8 das Reaktionsbild davon abhangig ist, ob bei dem 
kastrierten Versuchstier vor dem Injektionsversuch der Ausstrich 
gemacht wurde oder nicht. 

Gelegentliche Beobachtungen lieBen uns vermuten, da8 der erwahnte 
Zusammenhang gegeben sein kénnte. Der erste in dieser Richtung 
ausgefiihrte Versuch bestatigte mit Sicherheit unsere Vermutung. 


Elf gleichaltrige Tiere wurden Mitte Marz kastriert. Bei fiinf Tieren 
(Kontrollgruppe B) wurde vom 2. April an taglich der Ausstrich gemacht, 
wahrend bei den itibrigen sechs Tieren (Versuchsgruppe A) niemals ein 
Ausstrich vorgenommen wurde. Am 30. April, d.h. 4 Wochen spater. 
bekamen siémtliche elf Versuchstiere ein Vielfaches der Einheit (Praparat 
F. 6). Bei samtlichen Tieren trat die Brunst ein, wobei Gruppe A im Mitte! 
8 C, Gruppe B im Mittel 6C aufwies, mit den tiblichen Schwankungen 
innerhalb der Gruppe. In dieser Beziehung war somit der Verlauf in beiden 
Gruppen gleich. Ein Unterschied zeigte sich jedoch in der Latenzzeit. In 
der Kontrollgruppe B war 48 Stunden nach der zweiten und letzten Injektion 
bei simtlichen Tieren ausnahmsilos Proéstrus vorhanden, und nach weiteren 
24 bis 36 Stunden trat bei allen Tieren das Schollenstadium ein. Anders 
bei der Versuchsgruppe A. Der Prodéstrus trat um 24 Stunden spater ein 
als in der Kontrollgruppe, und dem entsprach auch die Verzégerung im 

tintritt des Schollenstadiums. 


‘ Ringerlésung von doppelter Konzentration. 
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Der Versuch zeigt mit aller Deutlichkeit, da8 die mechanische 
Reizung der Vagina durch die Platinése oder ihre dauernde Offenhaltung 
durch den zweimal taglich wiederholten Ausstrich die Reaktions- 
bereitschaft der Vaginalschleimhaut steigert. 

Beriicksichtigt man die ganze Dynamik der Wirkung der (renz- 
dosis, die mit aus Resorptions- und Ausscheidungsmomenten resultiert, 
so wird man von vornherein vermuten, da8 infolge der Verlangerung 
der Latenzzeit oder der eigentlichen Reaktionszeit der Vaginalschleim- 
haut (nachdem die Schwellenkonzentration des Hormons im Blute 
bereits erreicht ist) eine Dosis, die beim wiederholt ausgestrichenen 
Tiere wirksam ist, sich als unwirksam erweisen wird, wenn sie einem 
Tiere verabfolgt wird, bei dem keine Ausstriche vorhergingen. Die 
folgende Versuchsreihe zeigt, daB dem tatsichlich so ist. 

Bei der Versuchsgruppe A, zu der 20 kastrierte Tiere gehérten, 
wurde vom 10. bis 31. Juli kein Ausstrich gemacht. Die Tiere erhielten 
am 31. Juli und 1. August 1 M.-E. von F.6, die in vier Einzelgaben 
zugefiihrt wurde. 

Bei der Versuchsgruppe B, ebenfalls aus 20 kastrierten Tieren 
bestehend, wurde einmal taglich der Ausstrich gemacht; seit 3 Wochen 
hatten die Tiere kein Hormon erhalten. Am 31. Juli und 1. August 
erhielten sie die gleichen Hormonmengen wie A. | 

Es wurde die Haufigkeit des Vorkommens von 0, Z, LC und C 
ermittelt, in derselben Weise wie in Tabelle V und VIII. 


Tabelle IX. 





Zahl der Tiere | Gesamt- Hiufigkeit in %/9 


zahl der oe. 








oilaise|e Tiere 0 E | tc| ¢ 
A. Seit 3 Wochen 
kein Ausstrich 8 | 10 7 0 20 15 50 35 0 
B. Seit 3 Wochen | a 
keine Hormon- | | 
zufuhr, aber | 
tagl Ausstrich | 0 | 2 9 9] 20 0 | 10 | 45 | 45 
0 0 7 24 31 0 0; 3 77 


’ 


os 


Kontrollgruppe . 


Der Unterschied zwischen A und B ist sehr ausgesprochen. Wahrend 
in Gruppe B fast die Halfte der Tiere vollen Ostrus aufwies, gedieh 
kein einziges Tier der Gruppe A bis zu diesem Punkte; die tiberwiegende 
Mehrzahl in Gruppe A gelangte nur bis £. 

Auch in dieser Versuchsreihe trat die Verzégerung zutage, die 
wir in dem zuerst besprochenen Versuch angetroffen hatten. Mit 
den Ausstrichen wurde am Abend des 1. August begonnen. Am Abend 
des 2. August waren 18 Tiere der Gruppe B im leucocytenfreien Pr o- 


16* 
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éstrus, durch groBe Massen von E gekennzeichnet. In der Gruppe A 
ergab dieser dritte Ausstrich erst bei zwei Tieren das sichere prodéstra\ 
Bild. 

Wie weit gesteckt die Fehlergrenzen des Gruppenversuchs auch 
sein mégen, es unterliegt gar keinem Zweifel, daB das Reaktionsbild 
nach Hormonzufuhr weitgehend davon abhangig ist, ob in den voraus 
gegangenen Wochen Ausstriche gemacht wurden oder nicht. 

Diese Befunde sind nicht nur von Interesse fiir die Praxis der 
Eichung; sie sind von allgemeinerem Interesse, weil sie den experimen- 
tellen Nachweis enthalten, daB der hormonale Effekt durch Zustéinde 
an der Peripherie beeinfluBt wird. 

Im ibrigen zeigen die hier mitgeteilten Versuchsreihen aufs neue 
wie sehr das ganze Reaktionsbild durch zeitliche Momente bestimmt 
wird. Dadurch, da8 der Beginn der Brunstreaktion bei A um 12 bis 
24 Stunden spater eintritt, werden die 45°, C-Falle der Gruppe B 
ganz nach O und E£ verlegt, wie in Gruppe A. 

In unserem Zusammenhang sind auch die Beobachtungen von Interesse, 
die Forster (25) in der Klinik von Guggisberg an der nichtkastrierten Ratte 
gemacht hat. Er fand, da®B der Verlauf des Zyklus durch die Art, wie der 
Ausstrich gemacht wird (Platinése oder Holzstaibchen, mit Watte um- 
wickelt), und durch die Haufigkeit des Ausstrichs beeinfluBt wird. 

Als Kontrollgruppe dienten uns 31 Tiere, die fast jede Woche 
mit Hormon gespritzt wurden. Es wurde mit 1 M.-E. in 77°; aller 
Falle C erreicht. Der Vergleich zwischen B und C spricht entschieden 
zugunsten der von Kahnt und Doisy(17) vertretenen Auffassung, 
daB die Empfindlichkeit der kastrierten Versuchstiere abnimmt, wenn 
einige Zeit nicht gespritzt wurde. Sie benutzten darum fiir die Eichung 
nur solche Tiere, die in der vorausgegangenen Woche einen durch 
Hormonzufuhr ausgelésten Ostrus hatten. War das nicht der Fall, 
so wird das fiir die Eichung zu benutzende Tier einer Vorbehandlung 
(,,priming*‘ der amerikanischen Verfasser) unterworfen. Die Tiere 
der Gruppe B reagierten entschieden schlechter als diejenigen der 
Gruppe C, was fiir Kahnt und Doisy spricht. Da jedoch die Fehler 
bei Benutzung der Haufigkeitsmethode sehr groB sind [vgl. namentlich 
Dodds und Mitarbeiter (11)], wagen wir es einstweilen noch nicht, uns 
endgiiltig zu der von Kahnt und Doisy aufgeworfenen Frage zu auBern. 


5. Zur Frage nach dem EinfluB der Konzentration der Hormonlésung und 
der Diurese. 


In Versuchen, die in verschiedenen Zusammenhangen mit ungereinigten 
Priparaten ausgefiihrt wurden, hatten wir die Beobachtung gemacht, 
daB bei gleichen Hormonmengen die Reaktion verschieden ausfallen kann, 
wenn die Fliissigkeitsmenge variiert wird, in der das Praparat auf- 
geschwemmt wird. Wir haben uns spiter iiberzeugen kénnen, da’ bei 
gereinigten Praparaten der Grad der Verdiinnung fiir das Ergebnis gleich- 
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giiltig ist. Der Unterschied beruht augenscheinlich auf foleendem. Wird 
von einem ungereinigten Praparat eine Aufschwemmung in Ringer her- 
gestellt, so bildet sich beim Stehen ein Bodensatz, der sehr fest am Glase 
haftet und nur im Ather oder Alkohol léslich ist. Es wire méglich, daB 
eine gewisse Menge von Hormon im Bodensatz verbleibt. Da wir jedoch 
zunachst irrtiimlicherweise vermuteten, da der Grad der Verdiinnung 
der Hormonlésung, bei gleicher Hormonmenge, das Ergebnis beeinflusse, 
und da8 eine Zufuhr von gréBeren Fliissigkeitsmengen durch Steigerung 
der Diurese die hormonale Lage verindert haben kénnte, so fiihrten wir 
eine Reihe von gleichen Versuchen mit gereinigten Praiparaten aus, die 
wasserklare Lésungen lieferten. 

Alle in dieser Richtung ausgefiihrte Versuche ergaben, daB der 
Grad der Verdiinnung bei Verwendung wasserklarer Hormonlésungen 
keinen EinfluB auf das Ergebnis hat, und daB die Diurese die hormonale 
Lage nicht zu verandern vermag. 

In der Tabelle X ist das Ergebnis eines Versuchs dargestellt, in 
dem die Wirkung gleicher Mengen Menformon, unverdiinnt und in 
zehnfacher Verdiinnung der Originallésung verabfolgt. verglichen wurde. 


Tabelle X?*. 


Minimal- 





¢ Durch- 
mane Zahl der Gesamt- ber und 
G = — > Art der injizierten Zahl zahl - — Maximal- 
— rend Injektion | Einheiten | der Tiere der C-Punkte | werte 
CasnEng pro Tier C-Punkte og von C 
en pro Tier 
A 1.1 ‘4 166-:| 10 17 1,7 1 bis 3C 
B 1.10 | 4. Yr EE ae 14 16 2TiereLC 
sonst 


1Cbis 4C 


Das Reaktionsbild war in beiden Fallen gleich; der einzige Unter- 
schied ist das zweimalige Vorkommen von LC in der Gruppe B. 

In einer weiteren Reihe von Versuchen sind wir in der Weise ver- 
fahren, daB wir auBer dem Hormon zu anderer Stunde lecm, an 
manchen Tagen 2ccm Wasser, Ringer oder Doppelringer spritzten. 
Die Injektionen wurden 9 Tage fortgesetzt. Ein solcher Versuch ist 
in Tabelle XI dargestellt. 

In mehreren Fallen kamen, namentlich in der Wassergruppe, 
zwischen 2C auch LC zu liegen. Aber das traf auch fiir die Kontroll- 
gruppe zu (vgl. auch Abschnitt III, 1). 

Wir diirfen aus diesem wie auch aus anderen ahnlichen Versuchen 
den SchluB ziehen, daB durch Steigerung der Diurese eine Aus- 
schwemmung von Hormon nicht erzielt werden kann. Die Steigerung 
der Diurese mu8 in unseren Versuchen eine sehr betrichtliche gewesen 


1 Vgl. auch die zwei letzten Zeilen der Tabelle VI. 
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Tabelle XI. 
| Qec Durchsch i Minimal- 
G j Art Zahl ———— 33 der a und Maximel- 
iruppe I der Injektion der Tiere | Omens c-Punkte werte von ( 
l) pro Tier pro Tier 
A. Kontrolle 4.%/9(1:10)| 10 153 15,3 9 bis 23 
B. Wasser 4.74/19 (1:10) 6 91 15,2 iis we 
C. Ringer 4. 7/19 (1:10) 6 87 14,5 So oe 
D. Doppelringer 4. */,9 (1: 10) 8 129 16,1 ii i» & 


sein; sind doch in Gruppe D bis 2ccm einer doppelt konzentrierten 
Ringerlésung im Tage zugefiihrt worden. 

Der Grad der Verdiinnung der Hormonlésung und die Menge der 
gleichzeitig zugefiihrten Fliissigkeitsmenge erweisen sich somit fiir die 
Reaktion als belanglos. 


IV. Das Alles-oder-Nichts- Gesetz. 


Auf Grund von bedeutungsvollen Versuchen an Hiihnervégeln 
gelangte Pézard (28) zu der Auffassung, daB Hormonmengen, die unter- 
halb einer bestimmten Schwelle liegen, unwirksam bleiben, und daB 
die Schwellenmenge bereits den maximalen Effekt auslést. Unsere 
eigenen Beobachtungen veranlaBten uns, die Auffassung von Pézard 
auch auf die Saugetiere zu iibertragen; konnten wir doch zeigen, daf 
minimale Mengen von Hodensubstanz, die kaum 1°, des normalen 
Hodengewichts betrugen, noch ausreichten, um eine normale Aus- 
bildung von Penis und Samenblasen zu gewahrleisten (29). Nach 
Champy (30) ist das Alles-oder-Nichts-Gesetz (AoNG) auch bei den 
Amphibien anwendbar, wahrend nach Aron (31) das nicht der Fall ist. 
Es kann hier nicht auf die Erérterung eingegangen werden, die 
von verschiedenen Forschern an die Lehre vom AoNG gekniipft wurde, 
die sich fiir und wider das AoNG ausgesprochen haben. Nur zwei 
Momente sollen hier erwahnt werden, weil sie in den neuen Zusammen- 
hangen, die sich aus der Méglichkeit der Nachpriifung des AoNG mit 
Hormonlésungen ergeben, bedeutungsvoll erscheinen. 

Die experimentell erwiesene Tatsache, daB ein minimales Hoden- 
fragment sich als ausreichend erweist, um eine volle Maskulierung zu 
gewihrleisten, besagt in Wahrheit noch nicht, da8 minimale Hormon- 
mengen in Wirksamkeit waren; es ware ja nicht ausgeschlossen, daf 
das minimale Hodenfragment normale Hormonmengen produziert’. 


1 Dieser Einwand wurde mir seinerzeit von einem Kollegen in einer 
Diskussion gemacht. Auch G. Pellegrini vertritt auf Grund verschiedener 
Versuche an Hahnen die Auffassung, daB das kleine Hodenfragment die 
normale Hormonmenge bildet; aber er sieht darin keinen Einwand gegen 
Pézard, dem er sich vielmehr anschlieBt (vgl. Boll. Soc. med.-chir. Pavia 
2, 551, 1927, nach Ref. Ber. f. d. ges. Physiol. 49, 815, 1929). 
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Der Einwand ist zweifellos berechtigt, solange man sich an unsere 
Versuche am Saugetier halt. Aber der Einwand sté8t auf Schwierig- 
keiten, wenn man die Befunde von Pézard an Hiihnervégeln beriick- 
sichtigt, wo das Hodenfragment, auch bei normaler histologischer 
Struktur, sich als unwirksam erweist, wenn sein Gewicht unterhalb 
jenes Minimalgewichts liegt, das noch volle Maskulierung erméglicht!. 


Das zweite Moment betrifft das Ovarium. Wenn wir von Schwanger- 
schaft oder Scheinschwangerschaft absehen, ist hier ,,Alles‘‘ das Zu- 
standekommen des Ostrus und die Aufrechterhaltung desselben inner- 
halb einer bestimmten Zahl von Stunden. ,,Alles* ist also gewahr- 
leistet durch die Ausreifung eines Follikels, durch seinen Eintritt in 
den ovulationsbereiten Zustand. Die vergleichende Sexualpathologie 
und die Beobachtung innerhalb derselben Art belehren uns in gleicher 
Weise, daB die Zahl der ausreifenden Follikel fiir das Ausma8 der 
Brunst belanglos ist. Hin ausgereifter Follikel wire also das Minimum. 
Nun ist aber aus der Human- und Tierpathologie bekannt, daB der 
Zyklus auch unvollkommen sein kann; zwischen dauerndem Anéstrus 
und normalem Ostrus gibt es alle Uberginge. Man wird naturgemaB 
geneigt sein, in diesen Tatsachen aus der Pathologie einen Beweis 
dafiir zu sehen, da das AoNG fiir das weibliche Geschlecht nicht 
gelten kann: unvollkommene Reaktionsbilder flieBen augenscheinlich 
aus der Unterschreitung des Minimums, das durch den ausgereiften 
Follikel dargestellt ist. Und wenn noch gar feststeht, daB beim 
kastrierten Tiere durch Zufuhr von Hormonmengen, die unterhalb der 
éstruserzeugenden Grenzdosis liegen, unvollkommener Ostrus, etwa 


1 In dem ausgezeichneten Buche von Fritz Laquer, ,,Hormone und 
innere Sekretion‘‘, Dresden und Leipzig 1928, hei®Bt es auf S. 39: ,,Nach 
Lipschitz geniigt sogar schon '/,,49 des Hodens, um beim partiell kastrierten 
Meerschweinchen eine Umpragung der Geschlechtsmerkmale zu erzielen. 
Hierbei wird eine starke VergréBerung der Zwischenzellen bheobachtet, 
was Lipschiitz veranlaBt, in dieser Frage auf die Seite Steinachs zu treten 
und sich dem Alles-oder-Nichts-Gesetz von Pézard anzuschlieBen.“* Wie 
ich in weiteren Untersuchungen gezeigt habe [Proc. Roy. Soc. (B) 96, 13, 
1922], wird in Hodenfragmenten nicht immer eine VergréBerung der 
Zwischenzellen beobachtet ; zudem kommt eine VergréBerung der Zwischen- 
zellen auch dann vor, wenn aufer dem Fragment auf der anderen Seite 
der intakte Hoden vorhanden ist; ich bin darum in dieser quantitativen 
Frage Bouin und Ancel und ebenso Steinach, die eine proportionale Be- 
ziehung zwischen Hodenmenge und Geschlechtsmerkmalen annehmen, 
gegeniibergetreten, um mich Pézard anzuschlieBen (Skand. Arch. 48, 45, 1923). 
Der Satz von Laquer ware in diesem Sinne abzudndern. Ich glaube aller- 
dings nicht, daB die Akten iiber das Verhalten des Hodenfragments bereits 
geschlossen sind. Hat doch neuerdings M. Aron (31) bei Amphibien ein 
proportionales Verhialtnis zwischen der GréBe der Zwischenzellen und dem 
Ausbildungsgrad der Geschlechtsmerkmale festgestellt. 
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durch EF gekennzeichnet, hervorgerufen werden kann, so scheint das 
AoNG fiir das weibliche Geschlecht nicht annehmbar zu sein. 

Diese Argumentation laBt jedoch andere tatsichliche Momente 
auBer acht, deren Beriicksichtigung die obigen Einwinde gegen das 
AoNG hinfallig macht. Es sind wiederum sowohl Tatsachen aus der 
Sexualpathologie als experimentelle Beobachtungen, die hier zu beriick- 
sichtigen sind. 

Wie es alle Uberginge gibt zwischen Andéstrus und normalem 
Ostrus, so auch alle Ubergdnge zwischen dem normalen Ostrus und dem 
Daueréstrus [Kuh (29), Maus (2) (33), Meerschweinchen (34)]. Der 
Daueréstrus beruht darauf, daB ein sprungreifer Follikel nicht springt. 
sondern bestehen bleibt. Wird der persistierende Follikel durch einen 
einfachen Eingriff zum Platzen gebracht, so nimmt die Dauerbrunst 
ein Ende (32). Es ist die ldéngere Dauer des ovariellen Brunstzustandes, 
die fiir die liangere Dauer des Ostrus verantwortlich zu machen ist. 
Und wir haben alle Veranlassung zu vermuten, daB die wnvollkommene 
Brunst aus einer kiirzeren Dauer des ovariellen Brunstzustandes 
resultiert; je kiirzer dessen Dauer, desto weiter entfernt von C wird 
der Punkt sein, bis zu welchem die Ausbildung der Erscheinungen am 
Genitalschlauch gedeiht. Nicht das Minimum an ovarieller oder folli- 
kularer Entwicklung, nicht das Minimum der in der Zeiteinheit pro- 
duzierten Hormonmenge ist tiberschritten oder unterschritten, sondern 
die Zeit ist verlingert oder verkiirzt, wo das Minimum an Hormon 
produziert wird, d.h. die Zeit, wo der ausgereifte, aber nicht platzen 
wollende oder vorzeitig platzende Follikel besteht. 

Die Berechtigung dieser Betrachtungsweise, die fiir die Erklarung 
quantitativer Variationen im Reaktionsbild die Schwankungen der 
Wirkungsdauer oder der Wirkungszeit bei unveriinderter Menge des in 
der Zeiteinheit gebildeten Hormons heranzieht, laBt sich auch experi- 
mentell erweisen. Es sind hier zunachst unsere Versuche mit Trans- 
plantation von Eierstock heranzuziehen, in denen ich vor Jahren eine 
Analyse der von Steinach entdeckten Hyperfeminierungserscheinungen 
vorgenommén habe, und an zweiter Stelle die Versuche, iiber die wir 
in Abschnitt III, 2 berichtet haben. Steinach (35) hatte angenommen, 
daB die Hyperfeminierung auf einer vermehrten Hormonbildung im 
verpflanzten Eierstock beruhe; er stiitzte sich dabei auf das mikro- 
skopische Bild des verpflanzten Organs, in welchem nach Steinach 
das interstitielle Gewebe vorherrsche. Wie wir (36) jedoch, im Gegensatz 
zu Steinach, in sehr zahlreichen Versuchen mit Voss u. a. in Dorpat 
zeigen konnten, wird das Bild des Eierstocks, der die Hyperfeminierung 
bedingt, nicht durch interstitielles Gewebe, sondern durch den groBen 
sprungreifen Follikel beherrscht, wie er das progressive Stadium der 
normalen Brunst kennzeichnet; unsere damaligen Befunde, die mit 
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ilteren Befunden von Sand und namentlich von Athias im Einklang 
standen, sind in zahlreichen weiteren Versuchen meiner Mitarbeiter 
in Dorpat und hier in Concepcion vollkommen bestatigt worden. Ich 
habe auf Grund dieser Befunde die Auffassung vertreten, daB die 
Hyperfeminierung, wie sie sich vor allem an der Brustdriise und Brust- 
warze auswirkt, aus einer Dauerbrunst erwachst, und ich habe sie mit 
der aus der Tierpathologie bekannten Nymphomanie zu identifizieren 
versucht. 

Auf der anderen Seite wissen wir, daBS man den Brustdriisen- 
apparat sowohl beim Mannchen wie beim Weibchen, gleichgiiltig, ob 
Geschlechtsdriisen zugegen sind oder nicht, und gleichgiiltig, welchen 
Alters das Tier ist, durch Zufuhr von Ovarialextrakten zu weitgehender 
Ausbildung und bis zur Milchsekretion bringen kann. Diese Tatsache 
ist von den Autoren seit den Injektionsversuchen von Aschner immer 
wieder bestatigt worden. Wie wir seinerzeit auf Grund einer ins einzelne 
gehenden Analyse der Latenzzeit nach Eierstockverpflanzung zeigen 
konnten (37), reagiert der Brustdriisenapparat des Meerschweinchens 
auf Hormonzufuhr bereits in 24 bis 48 Stunden in sichtbarer Weise 
durch Rétung und beginnende Schwellung. Man kann sich davon 
auch durch subkutane Zufuhr von Hormon leicht iiberzeugen. Um 
aber eine weitgehende Entwicklung des Brustdriisenapparats zu erzielen, 
ist es notwendig, Hormone viele Tage lang zuzufiihren, d. h. eitte Dauer- 
brunst beim Tiere zu erzeugen, die im Transplantationsversuch durch 
Persistenz von groBen sprungreifen Follikeln gekennzeichnet ist und 
die vaginal in einer Persistenz des Schollenstadiums zum Ausdruck 
kommen muB. 

Stellen wir die Befunde, die nach lang dauernder subkutaner 
Zufubr von Hormon am Brustdriisenapparat erhoben werden, unseren 
Befunden im Transplantationsversuch gegeniiber, so kommen wir zu 
einer vollkommenen Bestatigung der Auffassung, die ich seinerzeit im 
Einklang mit Allen und Doisy tiber die Bedeutung der Hormon- 
konzentration entwickelt habe (34), die innerhalb einer bestimmten 
Zeit aufrechterhalten werden mu8, wenn der Gipfelpunkt in der Ent- 
wicklung eines Geschlechtsmerkmals, im gegebenen Falle der sauge- 
bereite Zustand des Brustdriisenapparats, erreicht werden soll. Wie 
ein vorzeitiger Abbruch von subkutaner Hormonzufuhr eine nur un- 
vollkommene Entwicklung der Brustdriise erzeugen wird, so wird eine 
unvolikommene Brunst zustande kommen, wenn der ovarielle Zustand, 
der die Hormonkonzentration des Blutes bis zur Schwelle bringt, 
vorzeitig abgebrochen wird. 

Wie seit Allen und Doisy bekannt ist, kommt es nach Zufuhr von 
ungeniigenden Hormonmengen zu unvollkommener Brunst, derart, 
daB nur Proéstrus erzeugt wird. Wie nun aus unserer Tabelle V hervor- 
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geht, ist in einer Gruppe von Tieren, die gleiche Hormonmengen e: 
halten, der prozentische Anteil der Falle mit unvollkommener Bruns: 
reaktion um so gréBer, je geringer die zugefiihrte Hormonmenge ist 
Im Sinne unserer Auffassung kénnten wir sagen: je weiter wir uns 
nach unten von der allgemeingiiltigen Gruppeneinheit entfernen, dest. 
gréBer wird die Zahl der Faille, in denen die Hormonkonzentration 
nicht so lange aufrechterhalten werden kann, als nétig ist, um dic 
Verainderungen an der Vagina bis zum Schollenstadium gedeihen 2. 
lassen. Auch alle quantitativ ja nicht zu erfassenden Uberginge von 
O zu E, von E zu C lassen sich begreifen, wenn man die Auffassung 
zugrunde legt, dab Brunst erzeugt wird, wenn eine bestimmte Hormon. 
konzentration innerhalb einer bestimmten Zeit aufrechterhalten wird 


Es lassen sich hier auch jene Gedankenginge anwenden, denen wir 
seinerzeit bei der Erérterung des AoNG in Anwendung auf unsere 
Transplantationsversuche gefolgt sind (25). Die Zeit, die notwendig 
ist, um bei bestimmter Schwellenkonzentration den Gipfelpunkt der 
morphologischen Reaktion zustande kommen zu lassen, haben wir 
als Vollzugszeit oder Finalzeit bezeichnet. Wenn q, die Hormonmenge 
ist, die in der Zeiteinheit gebildet werden muB8, um die Schwellen- 
konzentration C aufrechtzuerhalten, t, die Finalzeit, dann ist 4, . t, 
der finale Schwellenreiz. Der initiale Schwellenreiz ist das Produkt 
Ge - ty, d. h. eine eben sichtbare Reaktion wird zustande kommen, wenn 
die Schwellenkonzentration ein bestimmtes Minimum von Zeit  be- 
standen hat. Schwankungen in der ,,Intensitat‘‘ der Brunst sind nach 
unserer Auffassung haufig nur Auswirkungen von Schwankung in den 
Grenzen zwischen ¢, und ¢,,. Und in gleicher Weise ist die allmahliche 
Verschiebung des prozentischen Schwerpunkts der Haufigkeit von 
O zu E und von EzuC, die zustande’ kommt, wenn man von geringeren 
Dosen zu gréBeren aufsteigt (Tabelle V), in einheitlicher Weise zu deuten 
als der Ausdruck des Aufstiegs von ¢, zu t,, ohne daB die Schwellen- 
konzentration unter- oder tiberschritten sei. 


Die Auffassung, die hier vertreten wird und die mit allen experi- 
mentellen Tatsachen im Einklang steht, fiihrt zur Anerkennung 
des AoNG. 


Die finale Wirkung, der Ostrus, tritt normalerweise ein, wenn 
ein Follikel ausreift und fiir eine bestimmte Zeit die Schwellenkonzen- 
tration im Blute aufrechterhalt. Alle unsere Beobachtungen an Trans- 
plantaten sprechen in dem Sinne, daB ein kritischer endokriner Punkt (39) 
[entsprechend der hormono-labilen Zone von Péard(39)] in der 
follikularen Entwicklung vorhanden ist; der verpflanzte Eierstock 
tritt erst dann in endokrine Wirkung ein, wenn ein Follikel ein be- 
stimmtes Ma8 von Reife erreicht hat. Mag die Zahl der Follikel, dic 
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auf halbem Wege der Entwicklung stehen bleiben, noch so groB sein, 
die endokrine Wirkung kommt nicht zustande, wenn nicht wenigstens 
ein Follikel einen bestimmten Durchmesser (beim Meerschweinchen 
etwa 0,6 oder 0,7 mm) erreicht hat (vgl. unsere intrarenalen Trans- 
plantate und insbesondere die von Voss (40) untersuchten  intra- 
testikularen Transplantate!. Der ausgereifte Follikel, der den kritischen 
endokrinen Punkt erreicht hat, ist das Minimum. Aber wir kénnen 
dieses Minimumgesetz auf morphologische Reaktionen erst anwenden, 
wenn wir die Finalzeit mit in die Formel des AoNG hineinnehmen. 
Es stehen diese Ausfiihrungen, die sich auf Beobachtungen an Siuge- 
tieren stiitzen, in vollem Einklang mit der Auffassung, die als erster 
Pézard (28) entwickelt hat, indem er darauf hinwies, daB ein unvoll- 
kommen ausgebildetes Geschlechtsmerkmal an und fiir sich noch 
kein Beweis ist gegen das AoNG: das Merkmal, etwa der Kamm des 
Hahnes, wird in unvollkommener Entwicklung angetroffen, weil viel- 
leicht t, noch nicht zu Ende gelaufen ist. 

Beriicksichtigt man die zeitlichen Momente, auf die Pézard und 
wir aufmerksam gemacht haben, so kann man dem AoNG eine Fassung 
geben, die, auf den uns hier insbesondere beschaftigenden Fall (Ostrus 
oder C) angewendet, etwa folgendermaBen lauten wiirde: 

Ostrus —C —-, oder ,,Alles**, kommt zustande, wenn in der Leiteinheit 
so viel Hormon produziert wird, wie zur Erzeugung einer bestimmten 
Schwellenkonzentration im Biute notwendig ist, und wenn die Schwellen- 
konzentration eine bestimmte Zeit aufrechterhalten wird. Wird in der 
Zeiteinheit nicht das Minimum von Hormon produziert und bleibt 
die Hormonkonzentration im Blute unterhalb der Schwelle, so kommt 
..Nichts“* zustande. Die Ubergiinge von Nichts zu Allem beruhen, 
soweit sie tiberhaupt hormonal und nicht peripher bedingt sind, nicht 
darauf, daB weniger Hormon produziert wird, als dem Minimum ent- 
spricht, sondern darauf, daB das Minimum nicht lange genug produziert 
worden ist. 

Die Befunde, die in Versuchen mit Hormonzufuhr erhoben wurden, 
haben den Autoren Schwierigkeiten in der Anwendung des AoNG 
gemacht. Steinach und Mitarbeiter (43) haben sich auf Grund der- 
artiger Versuche ganz entschieden gegen die Giiltigkeit des AoNG 
beim Saugetier ausgesprochen; im Verhalten des Brustdriisenapparats 
beim Meerschweinchen nach subkutaner Zufuhr von Ovarialhormon 
sehen sie eine Bestaitigung der von Bouin und Ancel vertretenen Auf- 
fassung von der Proportionalitét zwischen .,Hormonmenge™ und 
hormonaler Wirkung, einer Auffassung, der sich seinerzeit Steinach 


1 Aus den Versuchsreihen, die mein Mitarbeiter W. Krause (41) mit 
der Methode von Sand (42) ausgefiihrt hat. 
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auf Grund seiner Hodentransplantationsversuche angeschlossen hatte 


Unsere Befunde und die daran gekniipften Ausfiihrungen zeigen jedoch, ve 
daf8 von einer solchen Proportionalitat beim Saugetier keine Rede FD yx 
sein kann. ’ £ 
Die Fassung des Gesetzes, die, wie nochmals hervorgehoben sei, ; di 
mit keiner bekannten experimentellen Tatsache im Widerspruch steht, zi 
behebt nicht nur jede Schwierigkeit in der Anwendung des AoNG, Fw 
sondern eréffnet den Weg fiir die Deutung der mannigfaltigen neuen Fk: 
Beobachtungen. y 
Die Tatsache, daB zyklische Schwankungen im Hormongehalt des FD dk 
Blutes im Verlaufe des Sexualzyklus nachzuweisen sind [vgl.insbesondere FP fr 
die Feststellungen von Frank, Gustavson und Mitarbeitern (38) an der Fst 
Sau und von Frank und Goldberger (38) bei der Frau], ist in unseren FD bx 
Zusammenhangen von sehr groBem Interesse. Eine eingehendere |p 
Untersuchung iiber die Hormonkonzentration im Blute bei Unter. Fy 
schreitung und Uberschreitung der Grenzdosis, die C erzeugt, unter E m 
Beriicksichtigung der zeitlichen Momente, kénnte das Problem der d al 
Hormonkonzentration und des AoNG zur Entscheidung bringen. : 
V. Zusammenfassung. . 4 
1. Die Reaktion der kastrierten Maus auf Hormonmengen, die Fv 
ein Vielfaches der Einheit ausmachen, ist verschieden, je nach dem d 
Reinheitsgrad des benutzten Hormonprdparats bzw. je nach den Bei- fF ei 
mengungen, die dem Hormon anhaften. Wahrend nach Zufuhr von FP ai 
200 Einheiten eines wngereinigten Priparats (M.-E. = 0,17 mg) ein 
Ostrus von etwa 2 Wochen zustande kam, erzeugten 200 Einheiten FF 
eines weitgehend gereinigten Préparats (M.-E. = 0,003 mg) einen Ostrus FP tr 
von etwa 21% und im Héchstfalle einen solchen von 31, Tagen. . b 
2. Im Anschlu8B an Coward und Burn wurde das Problem des el 
Gruppenversuchs und der Hdufigkeitskurve untersucht. Wahrend bei Fc: 
einem nicht gereinigten Praparat (M.-E.= 0,17 mg bei Verteilung auf FF S 
2 Tage) die Haufigkeitskurve derjenigen von Coward und Burn gleich 
war, verlief sie bei einem weitgehend gereinigten Praparat (M.-E. = 0,002 G 
bis 0,003 mg bei Verteilung auf 3 bis 5 Tage) steiler als beim un- T 
gereinigten Praparat von Coward und Burn (M.-E. = etwa 10,0 mg). n 
3. Die Unterschiede in der Reaktion nach Zufuhr ein und derselben 
Hormonmenge, je nachdem ob die ganze Menge auf einmal gegeben i 
oder auf mehrere Einzelgaben verteilt wird, sind bei weitgehend ge- d 
reinigten Prdéparaten von auBerordentlichem AusmaB. Die Unterschiede u 
kénnen so weit gehen, daB das Hundertfache der M.-E., die bei der 
Verteilung auf sechs Einzeldosen in 3 Tagen noch eintagiges leuco- k 
cytenfreies Schollenstadium zu erzeugen vermag, sich als unfahig 2 


erweist, die Reaktion weiter als bis zum Proéstrus zu fiihren. 0 
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4. Es wird die Vermutung ausgesprochen, daB die Unterschiede 
von wenig gereinigten und weitgehend gereinigten Praparaten auf einer 
verschiedenen Geschwindigkeit von Resorption und Ausscheidung beruhen. 
Es wird jedoch auch die Méglichkeit offen gelassen, daB das Hormon 
durch die weitgehende Reinigung, etwa durch Sprengung seiner Be- 
ziehungen zu einer ather- oder alkoholléslichen Substanz, ,,denaturiert“‘ 
wird und im Ké6rper nicht in derselben Weise festgehalten werden 
kann, wie es der Norm entsprache. 

5. Werden im Gruppenversuch die Fille auseinandergehalten, bei 
denen stets Leucocyten zugegen bleiben, O, bei denen ein leucocyten- 
freier Proéstrus EH, ein reines Schollenstadium C und ein Schollen- 
stadium mit Leucocyten LC zustande kommen, so findet man, da8 
beim Aufstieg von geringerer zu héherer Dosierung der Schwerpunkt der 
prozentischen Héufigkeit der Fdlle im Gruppenversuch sich von E zu LC 
und von LC zu C verschiebt. Diese Art des Gruppenversuchs kann 
mit Vorteil fiir die quantitative Behandlung der Frage der brunst- 
auslésenden Wirkung von Hormonpriparaten benutzt werden (vgl. 11). 

6. Die Gesamtheit der Befunde, die in vergleichenden Versuchen 
mit wenig gereinigten und weitgehend gereinigten Hormonpraparaten 
gewonnen wurden, wird, im Einklang mit friiheren Transplantations- 
versuchen, in dem Sinne gedeutet, daB die normale Brunst, die durch 
das reine Schollenstadium gekennzeichnet ist, zustande kommt, wenn 
eine bestimmte Hormonkonzentration fiir eine bestimmte Zeit im Blute 
aufrechterhalten wird. 

7. Es wird die Vermutung ausgesprochen, daB in denjenigen 
Fallen, wo eine ,,unvollkommene“ Brunstreaktion in Erscheinung 
tritt, d. h. wo der Umbau der Vaginalschleimhaut nichi: bis zur Schollen- 
bildung gedeiht, die Schwellenkonzentration nicht lange genug aufrecht- 
erhalten blieb, und daB in denjenigen Fallen, wo man nach dem leuco- 
eytenfreien Proéstrus neben den Schollen Leucocyten findet, die 
pr nkonzentration vorzeitig abgesunken war. 

8. An Hand der mitgeteilten Befunde, wird das Alles-oder-Nichts- 
Gesetz erértert, undes wird gezeigt, daB dieses mit allen experimentellen 
Tatsachen im Einklang steht. Schwierigkeiten entstehen nur, wenn 
man das zeitliche Moment auBer acht 1aBt. 

9. Es werden weitere Beweise dafiir beigebracht, da&8 das Hormon 
infolge weitgehender Reinigung an Haltbarkeit einbiiBt. Es werden 
diese Bezichungen insbesondere an einem Praparat erértert, von dem 
urspriinglich weniger als 0,003 mg wirksam waren. 

10. Der Grad der Verdiinnung ist bei gleichen Hormonmengen von 
keinem EinfluB auf das Reaktionsbild. Auch Fliissigkeitszufuhr von 
2cem pro Tag, durch die die Diurese angeregt werden sollte, blieb 
ohne EinfluB. 
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11. Die Reaktion nach Hormonzufuhr ist davon abhingig, o} 
vorher Ausstriche gemacht wurden oder nicht. Wurde ein Vielfaches 
der Einheit verabfolgt, so trat bei Tieren, bei denen keine Ausstriche 
vorausgegangen waren, die Brunst mit einer Verzégerung von etwa 
24 Stunden ein. Es wird diese Beobachtung als ein weiterer Beweis 
dafiir betrachtet, daB der hormonale Effekt durch Zustiinde an der 
Peripherie beeinfluBt wird. 

12. Im Einklang mit Zondek, Laqueur und Dodds wird auf die 
dringende Notwendigkeit hingewiesen, bei der Eichung von Hormon- 
praparaten die zu spritzende Menge auf mehrere Einzelgaben zu ver- 
teilen, wenn weitgehend gereinigtes Hormon erfaBt werden soll. Es 
wird das insbesondere an gereinigten Hormonlésungen eigener Her- 
stellung erlautert. 

13. Die Eichung in der vorliegenden Arbeit wurde in der Weise 
vorgenommen, da nicht mehr, wie friiher, auf ZC, sondern stets auf 
reines Schollenstadium, d.h. C, geeicht und der Ausstrich zweimal 
taglich vorgenommen wurde. Gereinigte Priparate, die nach der 
friiher mitgeteilten Methode hergestellt wurden! und von denen 0,004 
bis < 0,01 mg noch ausreichten, um reines Schollenstadium zu erzeugen, 
enthielten 20000 bis 25000 M.-E. pro Liter Harn aus der zweiten Halfte 
der Schwangerschaft. 
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Berichtigung 
zur Mitteilung von K. Klinke, diese Zeitschr. 218, 177, 1929. 


Die Arbeit von Pauli und Samec in ,,Neuere Ergebnisse der Calcium. 
forschung*‘ ist sinnentstellend zitiert. Diese Autoren haben bereits echte 
Gleichgewichte zwischen den schwerléslichen Ca-Salzen und dem Serum 
untersucht. Die Untersuchungen ergaben eine deutliche Erhéhung der 
Léslichkeit, die aber — wie dies ja auch spater festgestellt wurde — 
nicht ausreicht, die Héhe des Calciumgehalts im Serum vdllig zu er- 
kliren. Jedenfalls waren mit dieser Arbeit die Grundlagen fiir die 
spateren Untersuchungen gegeben. 


Berichtigung. 


In der Abhandlung von Lischkewitsch und Prizemina, diese Zeitschr. 
212, 288, 1929, Zeile 15 u. 18 von oben, lies n/10 KOH (statt n/10 KMnQ,). 


Berichtigung. 


In der Arbeit ,,Methode zur quantitativen Bestimmung der Milch- 
séure in den tierischen Fliissigkeiten und Geweben‘t von S. Tanaka und 
M.Endo, diese Zeitschr. 210, 120, 1929, muB es heiBen: auf S. 125, 
Zeile 1 Oxydationskolben (statt Aufbewahrungsapparat), auf S. 128, Zeile | 
100ccm (statt 10ccm). 


Berichtigung. 


In der Mitteilung von S. Frankel und G. Monasterio, dieser Zeitschr. 
211, 269, 1929, Zeile 4 von oben, lies 60 g Eisessig (statt 70 g). 
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